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BSA Albúmina de suero bovino 
CD ―Cluster‖ o grupo de diferenciación 
CMV Citomegalovirus 
DC ―Dendritic cell‖ (célula dendrítica) 
DICT50 Dosis infectiva en cultivo celular 50 
DMSO Dimetil sulfóxido 
D.O. Densidad óptica 
FITC Isotiocianato de fluoresceína 
FSC ―Forward scatter‖ (tamaño celular) 
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (Factor estimulante de 
colonias de granulocitos-macrófago) 
HRP Peroxidasade rábano picante 
IFN Interferón 
Ig Inmunoglobulina 
IL Interleuquina 
iNOS ―Inducible nitric oxid sintase‖ (sintasa de oxido nítrico inducible) 
LPS Lipopolisacárido 
MHC ―major histocompatibility complex‖ (complejo principal de 
histocompatibilidad 
MIF Media de intensidad de fluorescencia 
MOI Multiplicidad de infección 
PBS Tampón fosfato salino 
PBMC ―Peripheral blood mononuclear cells‖ (Células mononucleares 
sanguíneas) 
PE Ficoeritrina 
PerCP Peridinina clorofila 
P.I. Post-infección 
RaM Suero de conejo anti-inmunoglobulinas de ratón 
RaM-FITC Suero de conejo anti-inmunoglobulinas de ratón conjugado con 
isotiocianato de fluoresceína 
RaM-PE Suero de conejo anti-inmunoglobulinas de ratón conjugado con 
ficoeritrina 
RaM-HRP Suero de conejo anti-inmunoglobulinas de ratón conjugado con 
peroxidasa 
SFB Suero fetal bovino 
SLA ―Swine leukocyte antigen‖ (molécula de histocompatibilidad porcina) 
SC Suero de Cerdo 
SWC ―Swine Workshop cluster‖ (grupo de diferenciación porcino) 
SSC Side scatter  (complejidad celular) 
TA Temperatura Ambiente 
TAN Temperatura de  anillamiento o hibridación 
TC Tampón citometría 
TF Tampón fijación 
TNF ―Tumor necrosis factor‖ (factor necrosante de tumor) 
TS Tampón de separación 
VSRRP Virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino 
WB Western-blot 
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Solución                                     Composición 
DMEM completo 
 
ELISA lavado 
ELISA Bloqueo 
ELISA diluyente 
Medio LB 
 
Medio Migración 
Medio SOC 
 
 
RPMI completo 
 
TAE 1X 
Tampón de carga 10X 
Tampón de elución 
Tampón de unión 
Tampón de lisis 
 
 
Tampón de transferencia 
 
Tampón citometría (TC) 
Tampón fijación (TF) 
Tampón separación (TS) 
WB Tampón bloqueo  
WB Tampón lavado 
DMEM, 5% de SFB, L-glutamina 2 mM, 50 μg/ml de 
gentamicina. 
PBS, 0,5%tween 20. 
PBS, 1% BSA.  
PBS, 0,1% BSA, 0,01% tween 20 
Bactotriptona 5 g/l, extracto de levadura  2,5 g/l, 
NaCl 5 g/l 
RPMI, 1% BSA y HEPES 25 mM 
Bactotriptona 12 g/l, extracto de levadura 24 g/l, 
NaCl 0,5 g/l, 4 ml de glicerol /l, KCl 2,5 mM, MgCl2 
2mM 
RPMI 1640, 10% SFB, L-glutamina 2mM, β-
mercaptoetanol 5 X 10-5M, 50 μg/ml de gentamicina 
Tris Acetato 0,04 M, EDTA 1 mM 
Ficoll 400 20%, EDTA 100mM, 0,025% Orange G  
Glicina-HCl 0,1M pH 2,7 
Fosfato sódico 20 mM pH 7 
Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, NP40 1%, pH 7,4, 1 
mg/ml de BSA, PMSF 1mM y 10 μg/ml de 
aprotinina 
Tris HCl 25 mM pH 8,3, Glicina 192 mM y 20% de 
Metanol 
PBS, 0,1% BSA, 0,01% azida sódica.  
0,1% Formaldehído  
PBS, 5% SFB, 0,1% Azida, 2,5 mM EDTA  
PBS, 3%  BSA, 0,2%tween 20  
PBS, 1%  BSA, 0,2%tween 20  
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1. GENERACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE  
Las células y las moléculas del sistema inmune trabajan como un sistema de 
defensa integrado para eliminar o controlar los agentes infecciosos (Abbas, AK et 
al. 2006). Existe una gran variedad de patógenos con los que el sistema inmune se 
puede encontrar. Los mecanismos de inmunidad innata ejercen su acción en las 
fases más tempranas de una infección y pueden tener éxito en su eliminación. Sin 
embargo, los patógenos han desarrollado estrategias que les permiten eludir o 
superar estos mecanismos innatos y establecer un foco de infección desde el que 
expandirse. En estas circunstancias, la respuesta inmune innata fija el escenario 
para la inducción de la respuesta inmune adaptativa. Se requieren varios días para 
la expansión clonal y la diferenciación de los linfocitos naïve hacia células T 
efectoras y células B productoras de anticuerpos, que consiguen la eliminación del 
patógeno en la mayoría de los casos (Garcia, S et al. 1999). Durante este periodo, 
también se establece la memoria inmunológica específica, que asegura la 
reinducción rápida de anticuerpos específicos y de células T efectoras en 
encuentros posteriores con el mismo patógeno, proporcionando así una protección 
de larga duración frente a una infección determinada (McKee, AS et al. 2010). 
La inmunidad innata es un requisito esencial para la respuesta inmune 
adaptativa. En este sentido, los linfocitos específicos son activados por moléculas 
coestimuladoras producidas por células del sistema inmune innato durante su 
interacción con los microorganismos; y también las citoquinas producidas durante 
estas fases tempranas tienen un papel importante en la generación de la posterior 
respuesta adaptativa. Las diferentes fases de la defensa frente a un antígeno están 
organizadas en el espacio y el tiempo. Se producen cambios en las moléculas 
especializadas de la superficie celular y existen quimioquinas que guían a los 
linfocitos al lugar apropiado de acción en los diferentes escenarios de la respuesta 
inmune (Abbas, AK et al. 2006). 
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1.1 Captura y presentación de antígenos por células presentadoras de antígeno 
(APC) 
Los microorganismos penetran en el organismo, principalmente a través de la 
piel (por heridas), el tracto gastrointestinal (por ingestión) y el tracto respiratorio 
(por inhalación). La piel actúa de barrera física frente a las infecciones. Cuenta con 
una población profesional de APCs que pertenecen al linaje de las células 
dendríticas. Estas células dendríticas se consideran inmaduras, dado que no son 
capaces todavía de estimular a los linfocitos T (Abbas, AK et al. 2006; Mellman, I et 
al. 2001). Pueden producir quimioquinas inflamatorias en respuesta a diferentes 
estímulos: tras su estimulación con LPS, TNF-α o CD40L, expresan rápidamente y 
de manera transitoria CCL3, CCL4 y CXCL8, mientras que los niveles de expresión 
de CCL2, CCL8, CXCL10 y CCL5 se mantienen durante más tiempo. Esta 
producción de quimioquinas por las células dendríticas tiene lugar cuando éstas se 
encuentran aún en los tejidos periféricos, y contribuye al reclutamiento de otras 
APCs (células dendríticas inmaduras o sus precursores) o de células efectoras, 
como macrófagos, granulocitos y células T   (Banchereau, J et al. 2000).  
Las APCs capturan los antígenos por un proceso de fagocitosis (para antígenos 
particulados) o pinocitosis (para antígenos solubles) (Sallusto, F et al. 1995; 
Steinman, RM et al. 2010). Las citoquinas como TNF-α e IL-1 actúan sobre las DCs, 
que pierden su adhesión al epitelio y pueden migrar con su carga antigénica 
(Figura 1) (Abbas, AK et al. 2006). En este proceso de migración, las células 
dendríticas maduran y se convierten en APC capaces de estimular a los linfocitos T. 
Durante la migración se producen diversos cambios en estas células dendríticas: 
pérdida de los receptores de fagocitosis y endocitosis, aumento de la expresión de 
moléculas coestimuladoras (CD40, CD58, CD80, CD86), y cambios de su 
morfología celular y de sus lisosomas (Mellman, I et al. 2001). Asimismo se 
produce la expresión de CCR7, de manera que las células dendríticas adquieren la 
capacidad de responder a CCL21 y CCL19, ligandos de CCR7, producidos en los 
ganglios linfáticos. Todos estos cambios hacen que las células dendríticas migren 
desde los tejidos hasta las áreas T de los ganglios linfáticos (Luster, AD 2002).  
Las APCs son capaces de presentar los antígenos procesados, tanto a células T 
CD8+, asociados a MHC-I, como a linfocitos T CD4+, en cuyo caso lo hacen a través 
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del MHC-II, dando lugar a la inducción de la respuesta citotóxica o cooperadora 
respectivamente (Dudziak, D et al. 2007). Además de activar a los linfocitos T, las 
APCs pueden actuar sobre las células B, tanto naïve como de memoria.  
 
2. MONOCITOS  
Los monocitos son leucocitos sanguíneos circulantes que representan alrededor 
del 10% de los leucocitos de la sangre humana y del 4% de los de la sangre de ratón 
(Auffray, C et al. 2009). Se distinguen tanto de las células polimorfonucleares y de 
las células natural killer (NK), que también pertenecen a la rama innata del sistema 
inmune, como de los linfocitos B y linfocitos T, que representan la rama adaptativa 
del sistema inmune (Chen, G et al. 2007). En mamíferos, los monocitos son células 
accesorias, que pueden vincular la inflamación y la defensa innata frente a un 
patógeno con la respuesta inmune adaptativa (Auffray, C et al. 2009). La función 
más conocida de los monocitos es como reservorio sistémico de precursores 
mieloides para la renovación de macrófagos tisulares y de células dendríticas 
(Serbina, NV et al. 2006). Sin embargo, no se les puede considerar como meros 
precursores de células dendríticas, ya que también parecen ejercer importantes 
efectos en la expansión y polarización de los linfocitos T (Geissmann, F et al. 2008; 
Randolph, GJ et al. 2008). 
Ce. T
CITOQUINAS 
INFLAMATORIAS
VASOS LINFÁTICOS 
AFERENTES
NÓDULO LINFOIDE
ZONA DE CÉLULAS T
PRESENTACION DE 
ANTÍGENO A 
CÉLULA T NAÏVE
CAPTURA DEL 
ANTÍGENO
MIGRACION DE LA 
CÉLULA DENDRÍTICA
MADURACIÓN 
DURANTE LA 
MIGRACION
Adaptado de Abbas, Lichtman Basic Immunology (2Ed , Elsevier, 2004)  
Figura 1. Captura y presentación del antígeno por células presentadoras de antígeno. 
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Los monocitos representan células inmunes efectoras. En condiciones 
homeostáticas y en procesos inflamatorios los monocitos constituyen una reserva 
de células efectoras potenciales y de células scavenger en los vasos sanguíneos 
(Auffray, C et al. 2007). Están equipados con numerosos receptores de 
quimioquinas y receptores que reconocen microorganismos, lípidos y células 
apoptóticas (Swirski, FK et al. 2009). Cuando son estimulados pueden producir 
moléculas efectoras implicadas en la defensa ante patógenos (Strauss-Ayali, D et al. 
2007) y en la patogénesis de numerosas enfermedades inflamatorias, incluyendo la 
artritis y la aterosclerosis (Libby, P et al. 2008). El estudio de la biología de los 
monocitos es útil para la comprensión de la susceptibilidad a enfermedades, pero 
además puede ser importante para proporcionar ideas y herramientas para el 
control, retraso o mitigación de los efectos secundarios perjudiciales de la respuesta 
inflamatoria (Gautier, EL et al. 2009).  
 
2.1 Ontogenia de los monocitos  
Los monocitos se desarrollan a partir de células madre hematopoyéticas de la 
médula ósea a través de varios pasos. En cada uno de estos pasos se deciden 
opciones con las que la célula se va comprometiendo hacia su destino y que, por lo 
tanto, suponen una pérdida de su potencial de desarrollo. El modelo admitido 
actualmente consta de los siguientes estadios: progenitor mieloide común; 
progenitor de colonias granulocito/macrófago; progenitor de 
monocito/macrófago/DCs y finalmente dos tipos de monocitos (CCR2+ y CCR2¯) 
que dejan la médula ósea y pasan a la sangre (Figura 2) (Geissmann, F et al. 2010).  
La  célula progenitora bipotencial mieloide se identifica in vitro por su 
capacidad de formar colonias de granulocitos/macrófagos (Metcalf, D et al. 1982). 
Esta célula tiene por lo tanto capacidad para diferenciarse hacia el linaje 
granulocítico o hacia el linaje monocito/macrófago, dependiendo de los factores 
presentes en su entorno, así como de la expresión de los receptores apropiados que 
reconocen esos factores. El desarrollo de los monocitos sanguíneos depende del 
factor de crecimiento hematopoyético CSF-M. Su receptor CSF-1R se expresa en 
monocitos, macrófagos, células dendríticas y los precursores de todas estas células, 
que constituyen lo que se ha llamado clásicamente Sistema mononuclear fagocítico 
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(Sasmono, RT et al. 2003). Otras citoquinas como GM-CSF, flt-3 y linfotoxina α1β2, 
controlan el desarrollo y la homeostasis de los macrófagos y células dendríticas, 
pero no parecen ser indispensables para el desarrollo de los monocitos (Abboud, 
CN et al. 1995; Geissmann, F et al. 2010).  
 
Massberg et al. han demostrado que las células madre hematopoyéticas pueden 
circular y proliferar dentro de tejidos extramedulares y dar lugar a células 
mieloides, preferentemente células dendríticas. La diferenciación de estas células 
madre es estimulada por la exposición a algunos agonistas de los receptores TLR 
(toll-like receptor), como por ejemplo el LPS (Massberg, S et al. 2007). Los receptores 
TLR constituyen una familia de moléculas que reconocen patrones moleculares 
asociados a patógenos (Beutler, B et al. 2006).  
El sistema mononuclear fagocítico no puede ser considerado como una simple 
familia de células derivadas de los monocitos, sino como un sistema celular 
complejo que está implicado en la eliminación de células muertas, patógenos y 
moléculas, por medio de una variedad de procesos celulares, como la fagocitosis y 
la endocitosis. La contribución de los monocitos a este complejo sistema celular  es 
un área de investigación muy activa.  
 
 
 
 
Figura 2. Esquema de la ontogenia de los monocitos/macrófagos 
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2.2 Migración de los monocitos. 
Durante la inflamación, las quimioquinas dirigen la migración de los monocitos 
circulantes a los tejidos, donde se transforman en macrófagos; además regulan el 
mecanismo de activación de los monocitos.  
En estudios realizados por el grupo de Van Furth en los años 60 se demostró 
que la mitad de los monocitos circulantes dejan diariamente la circulación 
sanguínea, y entran en los tejidos del cuerpo, donde se diferencian en macrófagos 
(Van Furth, R et al. 1968). Un aspecto fundamental del tráfico leucocitario es la 
transición continua entre la circulación sanguínea y los tejidos. El endotelio 
vascular representa el punto de contacto entre estos dos compartimentos, sirviendo 
a la vez de barrera para el tráfico leucocitario y de asistente en la adhesión y 
migración de las células (Kamei, M et al. 2010). El paso a través del endotelio 
(conocido como diapédesis) y la extravasación son puntos críticos de la migración 
de los leucocitos.  
 
La extravasación se puede definir como un proceso de varios pasos (Figura 3). 
Comienza con la acumulación de leucocitos circulantes en la superficie luminal del 
endotelio por medio de la clásica cascada de adhesión y activación. En primer lugar 
se producen interacciones lábiles entre los leucocitos y el endotelio vascular, que 
permiten a aquellos disminuir su velocidad y facilitan que puedan establecerse 
contactos más estables. Posteriormente el leucocito comienza a rodar por la 
superficie del endotelio, proceso denominado rolling. Las moléculas de adhesión 
Adaptacion de Janeway et. al. 2005 
Rolling Unión fuerte Diapedesis Migración
Quimioquina 
CXCL8
CXCL8R
Receptor de IL8 
S-LEX
E-
selectina
 
Figura 3. Esquema de la migración de los leucocitos. 
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que tienen el papel más importante en este momento son las selectinas, que 
facilitan la interacción y la respuesta a las quimioquinas presentes en la superficie 
del endotelio (Imhof, BA et al. 2004).  
En el siguiente paso se producen interacciones firmes entre los receptores de 
integrinas de los leucocitos (LFA-1, Mac-1 y VLA-4, etc.) con sus ligandos 
endoteliales (ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, etc.). Así, el leucocito queda retenido en 
el endotelio. En esta fase juegan un papel importante las quimioquinas que en la 
luz del vaso sanguíneo son retenidas por glucosaminoglicanos de la superficie 
endotelial y de este modo quedan accesibles para interaccionar con sus receptores, 
presentes en los leucocitos. A continuación, debido a la firme adhesión, la 
señalización activada por las integrinas y la presencia de quimioquinas (como 
CCL19 y CCL21), los leucocitos sufren cambios morfológicos y comienzan a migrar 
de forma lateral por la superficie del endotelio. Esta actividad parece que les 
permite buscar un lugar permisivo para la extravasación (Kamei, M et al. 2010). La 
extravasación de las células se realiza finalmente siguiendo un gradiente 
quimioatrayente generado por las quimioquinas. El gradiente y la participación de 
proteasas hace que los leucocitos atraviesen el endotelio y se dirijan al sitio de 
inflamación o al lugar que deben ocupar dentro del órgano correspondiente 
(Abbas, AK et al. 2006).   
 
2.3 Antígenos para el estudio del linaje mieloide en el cerdo 
La diferenciación de los monocitos y macrófagos va acompañada de la 
adquisición de antígenos de superficie, que se relacionan con la función de estas 
células. Los marcadores de superficie, definidos mediante AcMo, han 
proporcionado un gran impulso a la caracterización de diferentes subpoblaciones 
de células mielomonocíticas y han permitido la definición de tipos celulares 
diferentes, el análisis de su heterogeneidad y el estudio de los linajes de 
diferenciación. El número de marcadores bien caracterizados para el estudio del 
linaje mieloide es en el cerdo mucho menor que en las especies murina y humana. 
Sin embargo es suficiente para desvelar muchos aspectos de la biología de estas 
células (Ezquerra, A et al. 2009). En esta tesis nos centraremos especialmente en 
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ciertos marcadores mielomonocíticos porcinos y posteriormente revisaremos la 
heterogeneidad de los monocitos en base a dichos marcadores.  
 
2.3.1 SWC3/CD172a 
SWC3 fue el primer marcador mielomonocítico porcino establecido (Blecha, F et 
al. 1994). Desde su obtención y definición oficial se ha utilizado como el principal 
marcador de células mieloides en la especie porcina. La expresión de SWC3 
aparece en los precursores mielomonocíticos más tempranos y su expresión se 
mantiene a lo largo de la diferenciación de estas células (Summerfield, A et al. 
1997). SWC3 ha sido identificado como el homólogo porcino de CD172a o SIRPα 
(Alvarez, B et al. 2000), un miembro de las SIRP (Signal-regulatory proteins), una 
familia de glicoproteínas transmembrana que están implicadas en la transducción 
de señales. Las SIRP se expresan en las células mieloides, incluyendo macrófagos, 
monocitos, granulocitos y células dendríticas (Van Beek, EM et al. 2005). 
Considerando la aparición temprana de CD172a en la ontogenia de las células 
mieloides, se ha propuesto su implicación en el control de la proliferación, 
diferenciación y activación de estas células (Ezquerra, A et al. 2009). 
 
2.3.2 CD14 
Es uno de los marcadores mieloides mejor caracterizados, debido a que es un 
componente importante en la inmunidad innata. En cerdo, la identificación de este 
marcador se realizó al principio con anticuerpos anti-CD14 humanos que 
reaccionaban de forma cruzada con la especie porcina. Sin embargo, 
posteriormente se han desarrollado anticuerpos específicos frente al CD14 porcino. 
Los distintos anticuerpos que reconocen CD14 muestran diferencias en los patrones 
de marcaje. Si estas diferencias son debidas a las distintas afinidades de los 
anticuerpos o al reconocimiento por parte de estos de diferentes formas de la 
molécula, todavía no se ha aclarado. CD14 ha sido considerado como un marcador 
típico de monocitos y macrófagos, sin embargo su expresión no está restringida a 
las células mieloides (Dominguez, J et al. 1998; Sanz, G et al. 2007).  
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El CD14 porcino ha sido clonado. Es una glicoproteína ligada a la membrana 
con un dominio extracelular que contiene 11 repeticiones ricas en leucina (Petersen, 
CB et al. 2007; Qiu, XT et al. 2007; Sanz, G et al. 2007).  
Se ha descrito que, en el humano, CD14 es parte del complejo receptor de LPS, 
del que también forma parte el receptor TLR4 y otras proteínas (Triantafilou, M et 
al. 2002). Además de a LPS el CD14 se une también a otros productos bacterianos 
(entre ellos peptidoglicanos y ácido lipoteicoico de bacterias Gram-positivas), 
glicolípidos micobacterianos y manosas de levaduras (Cleveland, MG et al. 1996; 
Savedra, R, Jr. et al. 1996; Tada, H et al. 2002). La interacción de cualquiera de estos 
ligandos con el complejo CD14 produce la transducción de señales a través de los 
TLRs, lo que induce la producción de citoquinas proinflamatorias y la expresión de 
moléculas coestimuladoras. Además se ha demostrado que CD14 juega un papel en 
el reconocimiento y la fagocitosis de células que sufren apoptosis (Gregory, CD 
2000). 
 
2.3.3 CD163 
El receptor CD163 es un miembro de la superfamilia de proteínas SRCR 
(Scavenger receptors cystein-rich). Esta familia contiene un gran número de proteínas 
de membrana implicadas en el reconocimiento de varios ligandos (proteínas, 
polisacáridos y lípidos) (Sarrias, MR et al. 2004). CD163, cuya expresión está 
restringida a monocitos y macrófagos, ha sido importante para el estudio de la 
heterogeneidad de los monocitos y los macrófagos porcinos (Pérez C et al. 2008). Su 
DNA codificante muestra una gran conservación con otras especies. El CD163 
humano se ha demostrado que funciona como un receptor para complejos 
hemoglobina/haptoglobina (Kristiansen, M et al. 2001). La señalización a través de 
CD163 conduce a la producción de proteínas, tanto pro-inflamatorias como anti-
inflamatorias. La expresión del CD163 humano aumenta con la activación de TLRs 
como el 2 y el 5, y esta activación también incrementa la producción de IL-6 e IL-10. 
Por otro lado, el IFN-γ suprime la producción de IL-10 y regula negativamente la 
expresión de CD163 (Weaver, LK et al. 2007). Actualmente se piensa que CD163 
está implicado en la regulación de la respuesta inflamatoria y en la eliminación de 
la haptoglobina  y hemoglobina de la sangre (Graversen, JH et al. 2002). En células 
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humanas, el CD163 interacciona con bacterias actuando como un sensor en los 
procesos infecciosos (Fabriek, BO et al. 2005). 
Un aspecto interesante de CD163 es que la porción extracelular de su molécula 
puede liberarse de la superficie de los monocitos y los macrófagos en respuesta a 
estímulos inflamatorios, mediante un mecanismo dependiente de proteasas 
(Fabriek, BO et al. 2005). El interés de esta molécula en la especie porcina ha 
aumentado por el hecho de estar implicada en la infección de los macrófagos 
porcinos por dos virus que son importantes desde el punto de vista económico, el 
virus de la peste porcina africana (PPA) y el virus del síndrome respiratorio y 
reproductivo porcino (VSRRP) (Calvert, JG et al. 2007; Sanchez-Torres, C et al. 2003; 
Welch, SK et al. 2010).  
 
2.4 Heterogeneidad de los monocitos humanos y murinos 
Los monocitos sanguíneos se dividen en varias subpoblaciones que difieren en 
morfología y funcionalidad. De acuerdo a la expresión de distintos marcadores de 
superficie, se han descrito dos poblaciones mayoritarias de monocitos sanguíneos 
en humano, ratón y otras especies como rata y cerdo (Chamorro, S et al. 2000; 
Geissmann, F et al. 2003; Ondrackova, P et al. 2010; Ziegler-Heitbrock, HW et al. 
1993). Estas dos poblaciones se pueden distinguir en humano y ratón por diferentes 
patrones de expresión de receptores de quimioquinas, especialmente CCR2 y 
CX3CR1 y también por otros marcadores de superficie, como CD14. 
La variada terminología usada para definir a las poblaciones murinas y sus 
análogas en humanos es confusa, haciendo referencias a diferentes combinaciones 
de marcadores de superficie para diferentes especies y con términos como 
―monocitos inflamatorios‖, que no se refieren a la misma subpoblación en humano 
y en ratón. Esto es debido a que los monocitos en humanos fueron caracterizados 
inicialmente por la expresión de CD14 y CD16 y sin embargo la caracterización de 
los monocitos murinos se realizó de acuerdo a la expresión del receptor de 
quimioquinas CCR2 y del marcador Ly-6C. Para resolver esto, un grupo de 
expertos ha propuesto recientemente una nomenclatura bajo el patrocinio de la 
Unión internacional de sociedades de inmunología (IUIS) y la Organización 
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mundial de la salud. Así podemos dividir a los monocitos en ―clásicos, ―no-
clásicos‖ e ―intermedios‖(Ziegler-Heitbrock, L et al. 2010). 
Los monocitos ―clásicos‖ están definidos en la especie humana como células 
CD14altCD16ˉ que son capaces de producir tanto TNF-α como IL-10 y muestran 
mayor capacidad de fagocitosis y de producir especies reactivas de oxígeno que los 
otros monocitos. Los monocitos ―no clásicos‖ humanos CD14+CD16+ presentan un 
fenotipo más parecido al de los macrófagos tisulares, expresan TNF-α en grandes 
cantidades, pero no expresan IL-10 o lo hacen en pequeñas cantidades, y muestran 
mayor capacidad para presentar antígeno. Los monocitos humanos CD14altCD16ˉ 
expresan CCR2 y CD62L, mientras que los monocitos CD14+CD16+  expresan el 
receptor de quimioquinas CCR5 y niveles mayores del CX3CR1, y son CD62Lˉ 
(Gordon, S et al. 2005; Serbina, NV et al. 2008).  
 
Por lo que respecta al ratón, los monocitos ―clásicos‖ expresan Ly-6C/Gr-1, el 
receptor de quimioquinas CCR2 y la molécula de adhesión CD62L o L-selectina. 
Estos monocitos se habían denominado ―inflamatorios‖ porque son selectivamente 
reclutados hacia sitios de inflamación y ganglios linfáticos. La población ―no 
clásica‖ de monocitos se había denominado previamente ―residente‖ porque se 
encontraban en los tejidos, tanto en condiciones homeostáticas como inflamatorias. 
Esta población ―no clásica‖ se caracteriza por un mayor tamaño, mayor expresión 
del receptor de quimioquinas CX3CR1 y la ausencia de expresión de Ly-6C (o 
niveles bajos de la misma), CCR2 y L-selectina. Se ha propuesto que su papel es el 
de renovar a los macrófagos ―residentes‖ de los tejidos y a la población de células 
HUMANO
RATON    
Clásicos  No Clásicos  
Adaptado de Gautier et al. 2009  
 Figura 4. Esquema de las poblaciones humanas y murinas de monocitos  
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dendríticas (Geissmann, F et al. 2008; Taylor, PR et al. 2003). Para unificar términos, 
actualmente se denomina ―clásicos‖ a los monocitos CCR2+. Es la población 
mayoritaria en humanos (≥92%), y constituye la mitad en ratón. Presentan 
lógicamente la capacidad de responder a la quimioquina CCL2. Por el contrario, los 
monocitos a los que denominamos ―no clásicos‖ no expresan CCR2, son 
CD14+CD16+ en humano, donde constituyen una proporción muy baja y son Ly-
6Cbaj/- en ratón (Figura 4)(Gautier, EL et al. 2009).  
En ratón se ha identificado una población que expresa de forma intermedia Ly-
6C y se ha propuesto una vía de diferenciación donde los monocitos Ly-6Cˉ CCR2ˉ 
derivarían de los monocitos Ly-6C+CCR2+ (Giordano, D et al. 2003). Esta población 
podría ser un estadio fenotípico intermedio entre las dos poblaciones mayoritarias. 
Esta subpoblación ―intermedia‖ se ha analizado en humanos y presenta 
características de las dos poblaciones mayoritarias, tendiendo a expresar todos los 
receptores de quimioquinas que las distinguen, aunque expresando algunos 
receptores que no están presentes en ellas, como CCR7 y CCR8 (Ancuta, P et al. 
2009). Aunque la población intermedia de monocitos es minoritaria en sangre, la 
amplia expresión de receptores de quimioquinas de que dispone hace que sean una 
población flexible que puede responder a diferentes estímulos quimiotácticos (Qu, 
C et al. 2004). 
 
2.5 Heterogeneidad de los monocitos porcinos 
En contraste con los monocitos humanos, la mayoría de los monocitos porcinos 
son CD16+. Los monocitos porcinos se pueden dividir en dos subpoblaciones de 
acuerdo con la expresión de CD163 (Chamorro, S et al. 2000). Algunas 
características de las células CD163+, como la baja expresión de CD14 y la alta 
expresión de SLA-II, son similares a las características de los monocitos ―no 
clásicos‖ de humano y ratón. Los monocitos porcinos CD163+ expresan también 
niveles más altos de las  moléculas de adhesión, como VLA-4 (CD49d/CD29) y 
LFA-1 (CD11a/CD18), y de moléculas coestimuladoras CD80/86, que los CD163ˉ. 
Además, estos monocitos son buenos productores de TNF-α pero no de IL-10, y 
tienen buena capacidad presentadora de antígeno (Chamorro, S et al. 2005). 
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 Tanto los monocitos CD163+ como los CD163ˉ pueden diferenciarse a células 
dendríticas cuando se cultivan con GM-CSF e IL-4. Sin embargo las DCs derivadas 
de monocitos CD163+ parecen ser más eficientes en la presentación de antígenos, 
expresan mayores niveles de SLA-II y CD80/86 e inducen la proliferación de 
células T de forma más eficiente (Chamorro, S et al. 2004). Estos monocitos se 
pueden dividir a su vez según la expresión de SLA-II y CD14 (marcado con el 
anticuerpo Tük4) en cuatro poblaciones que parecen corresponder con etapas 
distintas de diferenciación: (I) CD14altSLAIIˉCD163ˉ; (II) CD14altSLAIIbaCD163ˉ; (III) 
CD14bajSLAIIaltCD163+ y  (IV) CD14ˉSLAIIaltCD163+ (Figura 5) (Chamorro, S et al. 
2005). 
 Los estudios in vitro sugieren que los monocitos CD163+ son una forma madura de 
los monocitos sanguíneos y pueden dar lugar a macrófagos tisulares y células 
dendríticas. Sin embargo, la función in vivo de las formas menos maduras de los 
monocitos sanguíneos, que en humanos y en ratón se cree que juegan un papel 
importante como precursores de macrófagos, es completamente desconocida en cerdo 
(Ondrackova, P et al. 2010). 
 
 
 
Figura 5. Esquema de las poblaciones de monocitos sanguíneos porcinos. 
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2.6 Papel de los monocitos en la respuesta inmune innata 
Se ha estudiado mucho la contribución que hacen los monocitos sanguíneos a la 
formación y abastecimiento de los órganos con macrófagos y células dendríticas. 
Geissmann y col. establecieron que los monocitos CCR2ˉCX3CR1+ (los conocidos 
como ―no clásicos‖), los más maduros tanto en humano como en ratón, en 
condiciones homeostáticas migran a los tejidos, renovando la población de 
macrófagos tisulares (Geissmann, F et al. 2003). 
Sin embargo, bajo condiciones inflamatorias, los monocitos CCR2+CX3CR1baj 
(monocitos ―clásicos‖ o ―inflamatorios‖) son en general, los únicos que pueden 
migrar a los lugares de inflamación (Figura 6) (Tacke, F et al. 2006).  
Tanto en humano como en ratón encontramos numerosos ejemplos del papel de 
los monocitos CCR2+ en la respuesta inmune innata frente a distintas infecciones. 
En infecciones microbianas, como la causada por Listeria monocytogenes, una 
bacteria intracelular, se induce la migración de monocitos hacia el sitio de la 
infección. Los monocitos CCR2+ son cruciales en las primeras 24 horas de la 
respuesta inmune (Czuprynski, CJ et al. 1994), debido a su capacidad bactericida 
basada en la producción de intermediarios reactivos de nitrógeno (RNIs) y oxígeno 
(ROIs) (Fang, FC 2004). Los ratones que carecen de CCR2+  son muy susceptibles a 
L. monocytogenes y sucumben a la infección en 4 días. Esto es debido a que estos 
ratones presentan niveles disminuidos de TNF e iNOS (inducible nitric oxide sintase) 
en los tejidos infectados (Serbina, NV et al. 2003).  
En infecciones producidas por Mycobacterium tuberculosis en el ratón, los 
monocitos reclutados en el lugar de la infección son CCR2+ (Peters, W et al. 2004). 
Los ratones deficientes en CCR2 presentan una menor activación de células T en 
este tipo de infección y una reducción de las células CD4 productoras de IFN-γ 
(Peters, W et al. 2000). Los monocitos son necesarios para la protección cuando la 
carga bacteriana es muy alta, dado que los monocitos CCR2+ reclutados son una 
fuente de iNOS (Serbina, NV et al. 2008). En humanos  no se sabe en qué medida 
participan los monocitos CCR2+ en  la respuesta inmune a M. tuberculosis, aunque sí 
se ha descrito la presencia de monocitos CCR2+ en lesiones de piel causadas por M. 
leprae.  
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También en infecciones producidas por protozoos intracelulares como 
Toxoplasma gondii, que infecta a muchos mamíferos, entre ellos el hombre, se ha 
demostrado la importancia del CCR2. En un modelo  murino de toxoplasmosis han 
demostrado que el reclutamiento de monocitos es fundamental para el control 
inicial de este patógeno, siendo por lo tanto los ratones deficientes en CCR2 más 
susceptibles a esta enfermedad (Robben, PM et al. 2005). Lo mismo se ha 
demostrado en el caso de infecciones fúngicas (Duong, M et al. 1998). 
En condiciones inflamatorias sin patógenos implicados, se ha demostrado que 
los monocitos CCR2+ también juegan un papel importante. Por ejemplo en un 
modelo murino de daño en la piel por radiación UV, los monocitos CCR2+ entran 
en la piel al cabo de 4 días, proliferan y se diferencian en células de Langerhans. La 
inflamación de la piel también promueve la migración de los monocitos CCR2+ 
desde el torrente sanguíneo hacia los ganglios linfáticos que drenan la piel, vía las 
vénulas del endotelio alto (high endotelial venules, HEV). En este caso, el CCL2 
(ligando de CCR2) forma un gradiente desde el foco inflamatorio al ganglio 
linfático, donde está unido a la superficie luminal de las HEV y media la entrada de 
células CCR2+ (Palframan, RT et al. 2001). 
 
 
Figura 6. Papeles propuestos para las dos poblaciones mayoritarias de monocitos 
sanguíneos en humano y ratón durante la respuesta inmune.  
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2.7 Papel de los monocitos en la respuesta inmune adaptativa 
Numerosos tipos celulares, incluyendo granulocitos, monocitos y macrófagos, 
están presentes en los lugares donde hay inflamación y activación de células T. 
Estas células pueden participar en la activación, polarización, y expansión de 
linfocitos. También pueden participar en la polarización de las células T mediante 
la captura y el transporte del antígeno, produciendo citoquinas y otros mediadores 
y a través de señales célula-célula. De todas las células que pueden estar implicadas 
en este proceso, los monocitos son excelentes candidatos para llevar a cabo estas 
tareas por numerosas razones (Geissmann, F et al. 2008). 
- Los monocitos son rápidamente reclutados en los lugares de infección, 
concretamente los monocitos CCR2+ pueden ser extravasados al lugar de 
infección o inflamación en cuestión de minutos, como hemos mencionado 
anteriormente. 
- Los monocitos dan lugar a macrófagos y a células dendríticas 
―inflamatorias‖(Varol, C et al. 2009). Los monocitos pueden capturar 
antígenos en los tejidos periféricos y transportarlos a los ganglios 
linfáticos, producir citoquinas inflamatorias o anti-inflamatorias y 
diferenciarse en células presentadoras de antígeno (Geissmann, F et al. 
2003; Sunderkotter, C et al. 2004). 
- Los monocitos también pueden ser reclutados directamente desde la 
sangre a las áreas T de los ganglios linfáticos, a través de las HEV 
(Palframan, RT et al. 2001). 
Estas dos últimas características posicionan a los monocitos en el momento y 
lugar exactos para la activación de las células T. Así, los monocitos juegan un papel 
importante en el transporte del antígeno, como fuente de DCs y además en el inicio 
de la respuesta, tanto primaria como secundaria, de las células T en los ganglios 
linfáticos (Geissmann, F et al. 2008). 
3. LINFOCITOS T PORCINOS 
Durante la última década la importancia del cerdo en la investigación agrícola 
y biomédica ha producido un incremento sustancial de los esfuerzos para 
investigar el sistema inmune porcino. Se han desarrollado anticuerpos 
monoclonales frente a moléculas expresadas en linfocitos T, que constituyen una 
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herramienta para su identificación. En el cerdo se han hecho muchos esfuerzos 
para identificar las subpoblaciones de linfocitos T con éxito limitado. 
e han descrito como CD3+CD2+CD5altCD6+ 
(Gerner, W et al. 2009; Yang, H et al. 1996). En función de CD4 y CD8 se pueden 
identificar cuatro subpoblaciones: CD4+CD8α+, CD4+CD8α−, CD4−CD8α+, y una 
fracción muy pequeña de CD4−CD8α −. Estas cuatro subpoblaciones pueden a su 
vez ser subdivididas basándose en la expresión de CD8β, las moléculas del MHC 
de clase II y las isoformas de alto peso molecular de CD45 (CD45RA o CD45RO), 
cuya expresión se asocia con células naïve (Figura 7).  
 
La existencia de una población considerable de células T CD4+CD8+ es una 
peculiaridad del sistema inmune porcino, descrita a finales de los años 80. El 
tamaño de esta población es variable, pudiendo comprender desde el 5%  en 
lechones, hasta el 80% en cerdos adultos. Esta población está predominantemente 
compuesta por células CD4+ que después de la activación expresan la cadena 
CD8α, manteniendo luego este fenotipo. Se les ha atribuido ser células de 
 
Figura 7. Esquema del fenotipo de los linfocitos sanguíneos porcinos. 
                                                                                                               INTRODUCCIÓN 
 
~ 18 ~ 
 
memoria, lo que se basa en su capacidad de responder a la segunda aparición de 
un antígeno, aumento de la proporción con la edad, producción de IFN-γ y su 
localización en lugares de inflamación (Gerner, W et al. 2009). Algunas de estas 
características también son propias de las células CD4+CD8+ humanas y de mono 
(Zuckermann, FA 1999).  
Parece que los cambios en la composición de las  subpoblaciones CD4/CD8 en 
la sangre están asociados con una maduración extratímica de los linfocitos T 
porcinos y la diferenciación de las células T cooperadoras (Saalmuller, A et al. 
2002). 
El marcador 2E3 se describió por nuestro grupo y marca una subpoblación de 
células CD3+CD4+, pero no células mieloides, ni células B o NK. Este antígeno se 
expresa parcialmente en células CD4+CD8α+, aunque la mayoría de las células que 
marca son CD4+CD8α−. Las células CD4+2E3+ son en su mayoría CD45RA+ 
fenotipo asociado a células naïve (Revilla, C et al. 2005a; Revilla, C et al. 2004). 
Estudios in vitro también mostraron que la expresión de 2E3 está restringida a 
células T naïve, dado que la proliferación antígeno-específica se limita a las células 
CD4+2E3−  (Revilla, C et al. 2004). 
Como en otros ungulados,  los l mayoritarios en las 
PBMC de animales jóvenes, disminuyendo posteriormente con la edad (Yang, H et 
al. 1996). Las células Tγδ porcinas exhiben una expresión débil de CD5 y CD6, al 
contrario que las Tαβ (Saalmuller, A et al. 1994). Por otro lado, todas las células 
Tγδ sanguíneas son CD8β negativas. A pesar de haber sido objeto de numerosos 
estudios, el conocimiento de la función de las células T  porcinas es aún 
rudimentario. Algunos estudios apuntan al potencial de esta población para 
formar células de memoria (Lee, J et al. 2004). Otros autores  han descrito su 
capacidad citolítica (Yang, H et al. 1997), aunque otros muestran que no expresan 
perforina (Takamatsu, HH et al. 2006).  
 
4. QUIMIOQUINAS 
La capacidad del sistema inmune para responder a la presencia de un patógeno, 
al daño tisular o a otro problema fisiológico, depende en gran medida de la 
capacidad para reclutar leucocitos específicos en lugares concretos y para activar a 
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estos leucocitos en el momento adecuado. La migración dirigida de las células es 
también necesaria para el desarrollo de los distintos tipos de leucocitos (Rossi, D et 
al. 2000). Todos estos fenómenos se organizan por medio de las quimioquinas y sus 
receptores. 
Las quimioquinas son proteínas básicas, que tienen entre 70 y 125 aminoácidos 
(Figura 8), con pesos moleculares que varían entre los 6 y los 14 kDa. Las 
quimioquinas actúan a través de receptores que constan de siete segmentos 
transmembrana acoplados a proteínas G (Murphy, PM 1994). Hasta la fecha se han 
descrito más de 50 quimioquinas y 20 receptores para ellas (Tabla 1) (Ransohoff, 
RM 2009). Tradicionalmente las quimioquinas y sus receptores se han dividido en 
cuatro familias (CXC, CC, C, y CX3C), basándose en su patrón de residuos cisteína 
(la C representa cisteína y la X representa otros aminoácidos que se encuentran 
entre las dos primeras cisteínas) (Le, Y et al. 2004). En el año 2000 se introdujo un 
sistema de nomenclatura por el cual cada ligando y su receptor es clasificado en 
una subfamilia y se le da un número de identificación (Bacon, K et al. 2002).  
Otra clasificación ampliamente utilizada está basada en criterios funcionales 
que dividen a las quimioquinas en ―inflamatorias‖ y ―homeostáticas‖ (Le, Y et al. 
2004). Las quimioquinas homeostáticas se expresan de forma constitutiva y 
coordinan la migración basal de las células del sistema inmune, necesaria para su 
buen funcionamiento. También participan en algunos procesos de desarrollo que 
requieren movimientos complejos de las células. En este sentido, el desarrollo de 
las células T y B implica la migración a través de áreas especializadas dentro de los 
órganos linfoides secundarios, que es parcialmente controlada por quimioquinas 
(Ansel, KM et al. 2000). La función de vigilancia que desempeña el sistema inmune 
en los lugares de riesgo de entrada de patógenos, como la piel, las mucosas o los 
pulmones, también requiere la expresión de quimioquinas en estas zonas (Rossi, D 
et al. 2000). Algunos ejemplos de quimioquinas homeostáticas que veremos más en 
profundidad son CCL19, CCL21 y CXCL12. 
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Muchas quimioquinas muestran un patrón de expresión que sugiere un papel 
en la inflamación. Estas quimioquinas se inducen en monocitos y macrófagos o en 
células epiteliales, endoteliales o fibroblásticas, en respuesta a citoquinas 
proinflamatorias (IL-1, TNF-α) o a estímulos inflamatorios (LPS). Las quimioquinas 
pueden tener una función pro-inflamatoria o anti-inflamatoria, dependiendo del 
tipo de citoquinas que participan en su producción y del tipo de células que se ven 
implicadas (Rossi, D et al. 2000). Las quimioquinas inflamatorias son expresadas 
por leucocitos circulantes y otras células tras su activación (Allen, SJ et al. 2007). Un 
ejemplo característico de quimioquina inflamatoria es CCL2.  
Algunas quimioquinas no pueden ser clasificadas en ninguna de estas dos 
categorías o pueden ejercer ambas funciones, dependiendo del contexto biológico o 
el estado patológico. Un ejemplo de esta categoría es CX3CL1 que se expresa en el 
cerebro y tiene una función homeostática, aunque se induce en respuesta a TNF-α 
en células endoteliales y puede participar en reacciones inflamatorias (Rossi, D et 
al. 2000).  
 
Figura 8. Representación esquemática de la estructura tridimensional de la 
unión de las quimioquinas a sus receptores 
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Familia
Nombre 
sistematico
Nombre alternativo Receptor
Quimioquinas C (familia γ) XCL1 Linfotactina, ATAC, SMC-1α XCR1
XCL2 SCM-1β XCR1
Quimioquinas CC (Familia β) CCL1 I-309 CCR8
CCL2 MCP-1,MCAF,TDCF CCR2
CCL3 MIP1-1α, LD8α CCR1, CCR5
CCL3L1 LD78β --
CCL3L3 LD78β --
CCL4 MIP-1β CCR5
CCL4L1 AT744.2 --
CCL4L2 -- --
CCL5 Rantes CCR1, CCR3, CCR5
CCL6 -- --
CCL7 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3
CCL8 MCP-2 CCR1, CCR2, CCR3, CCR5
CCL9/CCL10 -- CCR1
CCL11 Eotaxin CCR3
CCL12 MCP-5 --
CCL13 MCP-4 CCR1, CCR2, CCR3
CCL14 HCC-1, HCC-3, NCC-2, CKβ1, MCIF CCR1
CCL15 HCC-2, NCC-3, MIP-5 CCR1, CCR3
CCL16 NCC-4, LEC, LMC, LCC-1 CCR1, CCR2, CCR5
CCL17 TARC CCR4
CCL18 PARC, MIP-4, DC-CK1 --
CCL19 ELC, MIP-3β, exodus-3, CKβ11 CCR7
CCL20 MIP-3, LARC, exodus-1 CCR6
CCL21 SLC, 6Ckine, exodus-2, TCA4 CCR7
CCL22 MDC, STCP-1, DC/B-CK CCR4
CCL23 MIP-3, MPIF-1, CKβ8 CCR1
CCL24 MPIF-2, CKβ6, eotaxin-2 CCR3
CCL25 TECK, CK15 CCR9
CCL26 eotaxin-3, IMAC, MIP-4α, TSC1 CCR3
CCL27 ALP, ILC, ESkine, PESKY CCR10
CCL28 MEC CCR3, CCR10
Quimioquinas CXC (Familia ) CXCL1 GROα, MGSAα CXCR1, CXCR2
CXCL2 GROβ, MGSAβ CXCR2
CXCL3 GROγ, MGSAγ CXCR2
CXCL4 PF-4 CXCR3B
CXCL5 ENA-78 CXCR2
CXCL6 GCP-2 CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2 --
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2
CXCL9 MEG CXCR3-A, CXCR3-B
CXCL10 IP-10 CXCR3-A, CXCR3-B
CXCL11 J-TAC CXCR3-A, CXCR3-B
CXCL12 SDF-1α/β CXCR4, CXCR7
CXCL13 BCA-1, BLC CXCR5
CXCL14 BRAK, BODEKINE --
CXCL15 -- --
CXCL16 -- CXCR6
CXCL17 DMC --
Quimioquinas C XCL1 LINFOTACTINA, ATAC, XCR1
XCL2 SCM-1 XCR1
Quimioquinas CX3 CX3CL1 FRACTALKINA CX3CR1  
Tabla 1. Quimioquinas y sus receptores. 
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4.1 Papel no quimiotáctico de las quimioquinas 
Las quimioquinas no solo son responsables de la migración celular, sino 
también de la activación de ciertos tipos celulares. Por ejemplo, ciertas 
quimioquinas pueden actuar sobre la diferenciación de las células T. Algunos 
receptores de quimioquinas se utilizan para definir distintos tipos de células T: 
CCR5 y CXCR3 son característicos de células Th1, mientras que CCR4 lo es de Th2 
(Wong, MM et al. 2003). Se ha propuesto también que la inducción de una 
respuesta Th1 puede ser el resultado de la interacción del receptor de quimioquinas 
CCR5 con sus ligandos (CCL3, CCL4 y CCL5), sin necesidad de otro estímulo, 
indicando que las quimioquinas pueden actuar sobre la diferenciación de las 
células T (Zou, W et al. 2000).  
Hay evidencias que apuntan a un papel de las quimioquinas en la finalización 
de la respuesta inmune, como la quimioquina CXCL12 que puede inducir la 
apoptosis de células T (Colamussi, ML et al. 2001). 
 
4.2 Receptores de quimioquinas y mecanismos moleculares de transducción de 
señales.  
Los receptores de quimioquinas constan de siete segmentos transmembrana 
acoplados a la proteína G (GPCRs). Su activación  induce el intercambio de GTP 
por GDP por parte de la subunidad Gα y la disociación de esta subunidad del 
complejo heterotrimérico del receptor, resultando por un lado Gα y por otro Gβγ. 
La señalización a través de GPCRs es un proceso complejo en el que se produce 
una cadena o cascada de fosforilaciones de tirosinas (Wong, MM et al. 2003). 
Muchas quimioquinas ejercen su efecto mediante la activación por una ruta 
común de transducción de señales, la ruta Jak-Stat. La unión del ligando a su 
receptor específico provoca la agregación del receptor, conduciendo a la activación 
catalítica de la tirosin-quinasa citoplásmica, llamada Jak (Janus quinasa) y a la 
fosforilación y activación de transductores de señales monoméricos y activadores 
de la transcripción (Stat). Las proteínas Stat fosforiladas se dimerizan y se trasladan 
al núcleo, donde se unen específicamente a secuencias promotoras, regulando así la 
expresión de los genes afectados (Mellado, M et al. 2001). Hay numerosas 
evidencias de que la activación de muchos receptores de quimioquinas transducen 
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la señalización a través de activadores Jak-Stat, quizás mediante un mecanismo que 
requiere la dimerización del receptor  (Mellado, M et al. 2001; Vila-Coro, AJ et al. 
1999). 
La activación de los receptores de quimioquinas puede disparar numerosas 
cascadas de señalización. Además, la oligomerización de los receptores incrementa 
esta complejidad, formando una red compleja de cascadas de señalización 
(Mellado, M et al. 2001). 
El proceso adquiere aún otro nivel de complejidad cuando se producen 
interacciones entre los receptores de quimioquinas y otros tipos de receptores de la 
superficie celular, en un proceso conocido como transactivación. Por ejemplo, 
CCR5 induce un perfil de fosforilación de proteínas similar al observado después 
de la activación directa del TCR, indicando que CCL5 puede activar de alguna 
manera al TCR (Bacon, KB et al. 1995). 
 
4.3 Quimioquinas utilizadas en esta tesis. 
Vamos a hacer énfasis en ciertas quimioquinas que por sus características nos 
interesan especialmente, sobre todo por su actividad quimiotáctica en 
subpoblaciones celulares, tanto en linfocitos, como en monocitos.  
 
4.3.1 CXCL12  y sus receptores CXCR4 y CXCR7 
La quimioquina CXCL12, también conocida como SDF-1, fue identificada 
originalmente como un factor de crecimiento de precursores de células B. Actúa 
principalmente a través del receptor CXCR4, pero también a través de CXCR7 
(Burns, JM et al. 2006). Inicialmente se identificaron dos formas de procesamiento 
alternativo, SDF-1α y SDF-1β. SDF-1α es una proteína de 89 aminoácidos y es la 
forma predominante, mientras que SDF-1β contiene una extensión de cuatro 
aminoácidos - R F K M - en el extremo carboxilo. SDF-1α y SDF-1β se unen a su 
receptor CXCR4 con una afinidad similar  (Hesselgesser, J et al. 1998). 
Posteriormente se han identificado cuatro variantes más que contienen una 
extensión de 30 (SDF-1γ), 31 (SDF-1δ), 1 (SDF-1ξ) y 51 (SDF-1φ) aminoácidos en el 
extremo carboxi-terminal. Estas isoformas son funcionales y tienen diferente 
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distribución en los tejidos; sin embargo su significado biológico todavía es 
desconocido (Busillo, JM et al. 2007).  
Se cree que CXCL12 dirige la migración de las células T a lugares específicos. 
Además de su acción quimiotáctica y coestimuladora para células T, CXCL12 se 
expresa de forma constitutiva en varias células y es quimiotáctica también para 
monocitos, neutrófilos y precursores de células B (Nanki, T et al. 2000). 
CXCL12 se clasifica como una quimioquina homeostática que participa en la 
regulación de la homeostasis de muchos tejidos, en la regulación del sistema 
inmune y en la respuesta inflamatoria (Luther, SA et al. 2002). Durante el desarrollo 
embrionario, CXCL12 dirige la proliferación y diferenciación de las células 
progenitoras inmaduras, mediante la activación de la maquinaria de adhesión, 
reorganización del citoesqueleto, control del ciclo celular y secreción de enzimas 
proteolíticas (Karin, N 2010). Además CXCL12 se expresa constitutivamente en 
células de la médula ósea y otros tejidos que incluyen la piel, el corazón, las células 
epiteliales de los conductos biliares y el endotelio cerebral. Esta expresión 
constitutiva participa en el tráfico y localización de los leucocitos en estos tejidos 
(Peled, A et al. 1999). CXCL12 está también implicada en la homeostasis de los 
neutrófilos, tanto en situaciones basales como de estrés, de manera que dirige su 
migración hacia distintos órganos (Eash, KJ et al. 2009). Además dirige el tráfico de 
otros leucocitos, particularmente monocitos y linfocitos T, hacia órganos linfoides 
(Bleul, CC et al. 1996).  
Además de a sus receptores se sabe que CXCL12 (al igual que otras 
quimioquinas) se puede unir también a glucosaminoglicanos, como el heparan 
sulfato, formando así gradientes de concentración de quimioquinas inmovilizadas 
(Hoogewerf, AJ et al. 1997). Con altas concentraciones de quimioquina, la unión a 
heparán sulfato induce la oligomerización de CXCL12, lo que a su vez induce la 
oligomerización de CXCR4, potenciando así su acción (Sadir, R et al. 2001). 
Por todo esto CXCL12 está siendo considerada como diana de varias terapias en 
enfermedades del sistema inmune, en cáncer y en SIDA, aunque la dificultad de 
controlar los efectos de la supresión o del aumento de expresión en todo el 
organismo hace que estas terapias sean controvertidas (Karin, N 2010).  
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4.3.2 CCL19, CCL21 y su receptor común CCR7 
CCL19 es también conocido como ―EB11 ligand chemokine‖ (ELC) y ―macrophage 
inflammatory protein-3-beta (MIP-3β)‖. Se expresa abundantemente en timo y 
órganos linfoides, en niveles moderados en la tráquea y colon, y en niveles bajos en 
estómago, intestino delgado, pulmón, riñón y bazo (Yoshida, R et al. 1998b). El gen 
que codifica el CCL19 porcino está localizado en el cromosoma 10 y da lugar a una 
proteína de 100 aminoácidos y 13 kDa (Ledger, TN et al. 2004). 
CCL21 es también conocido como ―secondary lymphoid-tissue chemokine (SLC)‖. 
El gen que codifica el CCL21 porcino se encuentra también en el cromosoma 10. Da 
lugar a una proteína de 134 aminoácidos y 15,5 kDa (Ezquerra A, 2003). CCL21 
posee una cola en el extremo C-terminal de 32 aminoácidos - 12  de los cuales son 
aminoácidos básicos - que permite una unión ávida de la quimioquina con 
glicosaminoglicanos y otras moléculas de la superficie celular (Yoshida, R et al. 
1998b). Esta unión puede tener un papel en la presentación eficiente de CCL21 en la 
superficie de las células endoteliales y otras células (Yoshida, R et al. 1998b).  
Las quimioquinas CCL19 y CCL21 se expresan de forma constitutiva y 
controlan el movimiento celular afectado durante la homeostasis (Stein, JV et al. 
2000). Son los dos únicos ligandos del receptor CCR7. CCR7 y sus dos ligandos 
están implicados en homeostasis, así como en el tráfico de un amplio espectro de 
células sanguíneas hacia los ganglios linfáticos. En humanos, CCL19 induce 
migración de linfocitos CD4+ y CD8+,  de forma especialmente eficiente después de 
su activación. Dentro de las células T,  CCL19 también atrae tanto células CD45RO+ 
(consideradas células de memoria), como células CD45RO¯ (consideradas células 
naïve) (Yoshida, R et al. 1998a). 
CCR7 se expresa en DCs semimaduras y maduras, en timocitos durante algunas 
etapas de su desarrollo, en células B y en células T naïve, en células T reguladoras y 
en células T de memoria central. También se ha descrito expresión en  monocitos, 
concretamente en estudios en ratón se ha encontrado expresión de CCR7 en la 
población Ly-6C+ o población de monocitos  intermedia (Forster, R et al. 2008; Qu, C 
et al. 2004).  En el cerdo los tránscritos de CCR7 se expresa en una población de 
células T naïve CD4+2E3+ y en DC derivadas de monocitos  (Facci, MR et al. 2010; 
Revilla, C et al. 2005a). 
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 CCL19 se une a CCR7 con una afinidad ligeramente mayor que CCL21 y, 
aunque ambos ligandos inducen movilización de calcio, quimiotaxis y adhesión 
mediada por integrinas, CCL19 parece ser más potente a bajas concentraciones. 
CCL19, pero no CCL21, estimula la fosforilación e internalización del receptor, 
produciendo la desensibilización del mismo. No está claro aún cómo esta 
diferencia en señalización se regula en los microambientes que contienen las dos 
quimioquinas (Kohout, TA et al. 2004) .  
La señalización a través de CCR7 controla principalmente la migración de las 
células del sistema inmune, DCs y subpoblaciones de células T, a los órganos 
linfoides secundarios (ganglios, bazo o placas de Peyer) y subsecuentemente su 
posición en compartimentos funcionales definidos (Sanchez-Sanchez, N et al. 2006).  
CCR7 participa en la generación de la respuesta inmune, así como en su 
silenciamiento y regulación. La mayor parte del conocimiento del papel del CCR7 
en el desarrollo de la respuesta inmune y en la tolerancia, deriva de modelos de 
ratón. Los datos en otras especies, incluyendo el humano, son escasos. Sin embargo 
los patrones de expresión de CCR7 en humano y ratón son similares.  
 
4.3.3 CCL2 y SU RECEPTOR CCR2 
La quimioquina CCL2, también conocida como ― monocyte chemoattractant 
protein-1‖ (MCP-1), se caracterizó en humanos por su fuerte capacidad 
quimiotáctica sobre los monocitos (Van Coillie, E et al. 1999). El gen que codifica el 
CCL2 porcino está localizado en el cromosoma 12 y da lugar a una proteína de 144 
aminoácidos y 16 kDa de peso molecular (Hosang, K et al. 1994). 
CCL2 es producida por una gran variedad de tipos celulares que incluye 
fibroblastos, células endoteliales y epiteliales, músculo liso, astrocitos, células 
mesangiales y microglía. Sin embargo, los monocitos y macrófagos son su mayor 
fuente (Deshmane, SL et al. 2009). CCL2 regula la migración e infiltración de 
monocitos, linfocitos T de memoria y células NK (Yoshimura, T et al. 1989).    
CCL2 ejerce su efecto a través del receptor CCR2. Aunque CCL2 se une a CCR2 
con gran afinidad, CCR2 es un receptor promiscuo que puede unir también CCL7 
(MCP-3), CCL12 (MCP-5) y CCL13 (MCP-4) (Le, Y et al. 2004). En humanos existen 
dos formas de procesamiento alternativo de CCR2 denominadas CCR2A y CCR2B. 
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La forma CCR2A se expresa en células mononucleares y en células de músculo liso 
de los vasos, mientras que monocitos y células NK activadas expresan CCR2B. Es 
posible que estas dos isoformas induzcan rutas de señalización diferentes (Bartoli, 
C et al. 2001). CCR2 participa tanto en procesos pro-inflamatorios como anti-
inflamatorios. El papel inflamatorio es dependiente de APCs y de células T, 
mientras que el papel anti-inflamatorio es dependiente de su expresión en células T 
reguladoras (Deshmane, SL et al. 2009).  
Como se ha comentado anteriormente, se ha demostrado que CCL2 es capaz de 
reclutar a los monocitos ―clásicos‖ en los lugares de inflamación, sin embargo no 
está claro si los monocitos utilizan las mismas señales  celulares para migrar de la 
sangre a los tejidos en condiciones homeostáticas (Ajuebor, MN et al. 1998). CCR2 
también participa en la adhesión de los monocitos al endotelio vascular de forma 
independiente de la cascada típica de integrinas que hemos comentado en el 
apartado 2.2, dado que la estimulación de los monocitos con CCL2 aumenta su 
adhesión al CX3CL1, inmovilizado en el endotelio (Green, SR et al. 2006). También 
se ha demostrado el efecto quimiotáctico de CCL2 sobre las DCs y sus precursores, 
sobre todo en las primeras fases del reclutamiento (Vanbervliet, B et al. 2002). 
Aparte de reclutar monocitos y dirigir el movimiento de leucocitos, CCL2 actúa 
sobre la función de las células T. En este sentido CCL2 se ha asociado con la 
polarización hacia respuestas Th1 (Frauenschuh, A et al. 2004). 
CCL2 es una de las quimioquinas más estudiadas por su papel fundamental en 
la infiltración mononuclear en muchas enfermedades inflamatorias (Lu, B et al. 
1998). 
 
5. EL SÍNDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO 
PORCINO (SRRP). 
El síndrome respiratorio y reproductivo porcino (SRRP) se describió por 
primera vez en 1987 en EEUU (Goyal, SM 1993) y en 1990 en Europa (Wensvoort, G 
et al. 1991). Aunque los signos clínicos asociados al SRRP son similares en Europa y 
en América, los virus de los dos continentes presentan genotipos distintos y 
diferencias considerables (Pirzadeh, B et al. 1997). El SRRP continúa siendo una 
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amenaza seria que causa un impacto importante en la industria porcina mundial 
(Neumann, EJ et al. 2005). 
 
5.1 Clasificación taxonómica 
El virus del SRRP, también conocido como Artevirus porcino, está incluido en 
el género Arterivirus, de la familia Arteviridae. La familia Arteviridae, pertenece al 
orden de los Nidovirales (Cavanagh, D 1997). Los cuatro miembros del género 
Arterivirus (virus de la elevación de la lactato deshidrogenasa del ratón –LDV-, 
virus de la arteritis equina -EAV-, virus de la fiebre hemorrágica del simio -SHFV- 
y SRRP) comparten propiedades biológicas y moleculares: organización del 
genoma, gran variabilidad genética, estrategia de replicación, secuencia de 
transcripción, composición proteica, morfología del virión, especificidad celular 
muy restringida (replicación primaria en macrófagos) y capacidad de provocar 
desde infecciones asintomáticas hasta casos clínicos graves e incluso fatales 
(Snijder, EJ et al. 1998).  
 
5.2 Organización genómica y proteica del virus de SRRP. 
El virión completo es de tamaño pequeño, esférico y con envoltura. Oscila entre 
48 y 83 nm, mientras que la nucleocápside, de simetría icosaédrica oscila entre los 
25 y 30 nm (Mardassi, H et al. 1994). El genoma está formado por una única cadena 
de RNA de polaridad positiva de 15.100 bases, no segmentada y poliadenilada. 
Esta cadena está compuesta por nueve marcos de lectura abierta (ORFs) que se 
solapan parcialmente entre sí (Conzelmann, KK et al. 1993). Las ORF 1a y 1b 
ocupan 12.000 bases, aproximadamente el 80% del genoma, y codifican proteínas 
no estructurales que participan en la transcripción y la replicación del RNA, 
incluyendo la RNA-polimerasa. El resto del genoma lo componen las ORFs que 
codifican las proteínas estructurales que forman el virión (ORF 2-7) (Snijder, EJ et 
al. 1998). 
El virión está constituido por tres proteínas principales: la glicoproteína 5 (GP5) 
(codificada por la ORF5), las proteínas M y N (codificadas por la ORF6 y ORF7, 
respectivamente), que forman parte de la nucleocapside; tres glicoproteínas 
menores (GP2a, GP3, GP4, codificadas por las ORF 2a, 3 y 4, respectivamente) y por 
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una pequeña proteína no glicosilada denominada 2b (Figura 9) (Mardassi, H et al. 
1994).  
En el virión, la GP5 y la proteína M forman un heterodímero con puentes 
disulfuro que está involucrado en la unión al receptor celular (Van Breedam, W et 
al. 2010). La proteína N es la más inmunogénica, y la GP5 se ha descrito como la 
principal portadora de epítopos neutralizantes (Pirzadeh y Dea 1997), aunque 
también se han detectado epítopos neutralizantes en GP4 (Costers, S et al. 2010), en 
la proteína M y en GP3 (Yang, L et al. 2000). 
 
5.3 Tropismo viral y mediadores de la entrada del virus. 
El virus del SRRP replica principalmente en células de la línea 
monocito/macrófago, especialmente en los macrófagos alveolares porcinos y en los 
macrófagos intravasculares de pulmón (Zimmerman, JJ et al. 2006). Para estudios in 
vitro de la infección celular se usan comúnmente cultivos primarios de macrófagos 
alveolares. La línea celular MA-104 (riñón de mono verde africano) y sus derivados 
(MARC-145) permiten el crecimiento del virus del SRRP y son utilizadas 
comúnmente para su estudio (Teifke, JP et al. 2001). El proceso de internalización 
del virus está mediado por sialoadhesina (Vanderheijden, N et al. 2003), estando 
también implicado el CD163 en el proceso (Calvert, JG et al. 2007; Welch, SK et al. 
2010).  
 
Figura 9. Representación esquemática de la partícula del virus del SRRP y de la 
localización de las proteínas estructurales GP2-GP5, M y N (codificadas por las 
ORFs 2-7 respectivamente) 
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5.4 Respuesta inmune. 
La cinética de la respuesta humoral se ha estudiado tanto en infecciones 
naturales como experimentales. Hacia el final de la primera semana post-infección 
(p.i.) se detectan ya anticuerpos específicos de la clase IgM, que son los primeros en 
aparecer. El título de estos anticuerpos alcanza su máximo entre los días 14 y 21, 
después de lo cual cae rápidamente hasta hacerse indetectable entre los días 35 y 
42. Por otro lado, los anticuerpos específicos de isotipo IgG alcanzan sus niveles 
más altos entre los días 21 y 28 p.i. y se mantienen de 3 a 6 meses (Vezina, SA et al. 
1996). La aparición de anticuerpos neutralizantes (AN) es tardía, alrededor del día 
28 p.i. (Diaz, I et al. 2005). Sin embargo se ha descrito que el virus puede ser aislado 
del suero o de tejidos de cerdos que presentan AN, lo que parece indicar que los 
AN no son demasiado eficientes en el control de la infección (Vezina, SA et al. 
1996). 
En cuanto a la especificidad de los anticuerpos, los primeros en ser detectados, 
alrededor del día 7 p.i., van dirigidos frente a la proteína N (Nelson, EA et al. 1994). 
Esto, junto con el hecho de que los epítopos de la proteína N son los más 
conservados entre distintas cepas, convierte a esta proteína en la candidata ideal 
para la detección de anticuerpos específicos frente al virus en el diagnóstico de la 
enfermedad. Tras la primera semana p.i. también se detectan anticuerpos dirigidos 
frente a la GP5, mientras que los anticuerpos frente a la proteína M se empiezan a 
detectar al final de la segunda semana. (Yoon, KJ et al. 1995) 
Además de anticuerpos, los cerdos infectados desarrollan una respuesta celular 
frente al virus del SRRP. Las células (PBMC) de cerdos que se recuperan de una 
infección experimental proliferan en respuesta al virus, detectándose esta respuesta 
a partir de las 4 semanas p.i., alcanzando el máximo a las 7 semanas, y 
disminuyendo hacia las 11 semanas. Se ha determinado que las proteínas M, N y 
GP5 están implicadas en la inducción de la respuesta celular (Bautista, EM et al. 
1997; Bautista, EM et al. 1999; Lopez Fuertes, L et al. 1999). 
 
5.5 Vacunación frente al virus de SRRP 
Existen dos tipos de vacunas en el mercado frente al virus del SRRP, atenuadas 
e inactivadas. Aún así, la enfermedad está bastante extendida y el virus es 
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frecuentemente reintroducido en granjas después de su erradicación. Sin embargo, 
el uso de estas vacunas está muy extendido, a pesar de que su efectividad es baja 
(Van Breedam, W et al. 2010). 
La complejidad de la respuesta inmune frente al virus del SRRP y la habilidad 
del virus para escapar o modular al sistema inmune del huésped, hace que sea 
complicado desarrollar una vacuna que pueda erradicar la enfermedad (Huang, 
YW et al. 2010). Esa vacuna debería poseer al menos cuatro características: eficacia, 
universalidad, seguridad y la posibilidad de diferenciar animales vacunados de 
infectados (Mateu, E et al. 2008). Uno de los principales problemas al que se debe 
hacer frente para obtener una vacuna frente al SRRP es la elevada variabilidad 
genética del virus, que compromete la protección frente a cepas heterólogas (Meng, 
XJ 2000). Las vacunas confieren protección frente a cepas homólogas, pero no frente 
a cepas heterólogas (Labarque, G et al. 2004). Hay otros dos problemas de difícil 
solución que debe afrontar esta vacuna. Primero, la dificultad en el laboratorio de 
obtener una carga de antígeno suficiente. Obviamente este inconveniente es mayor 
en el caso de las vacunas inactivadas. El segundo inconveniente es que las células 
diana del virus del SRRP son las células del linaje monocito/macrófago, que son 
protagonistas de la coordinación de la respuesta inmune. En este caso, el 
inconveniente es mayor para las cepas atenuadas, ya que aún conservan su 
capacidad infectiva (Huang YW et al. 2010). 
Las vacunas atenuadas son más eficaces que las inactivadas, induciendo 
mejores respuestas celulares y humorales (Pesch, S et al. 2005). Aún así, en el caso 
del SRRP, la respuesta inmune que inducen estas vacunas es insuficiente para 
proteger de la infección (Labarque, G et al. 2004). Las vacunas atenuadas inducen 
una producción baja de IFN-α y son capaces de inducir el desarrollo de células 
productoras de IFN-γ, aunque en menor medida que vacunas similares atenuadas 
de otros virus porcinos. Respecto a la respuesta humoral, las vacunas atenuadas del 
SRRP inducen una rápida producción de anticuerpos no neutralizantes, detectables 
en todos los animales a partir de las dos semanas tras la vacunación y 
descendiendo su producción a partir de las 32 semanas (Charerntantanakul, W et 
al. 2006). Por otro lado, la aparición de AN es muy irregular. El uso de adyuvantes 
convencionales con una vacuna atenuada no mejora la respuesta humoral 
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neutralizante, a diferencia de lo que ocurre con la vacuna atenuada de la 
enfermedad de Aujeszky. En resumen, las vacunas atenuadas frente al SRRP  
generan respuestas lentas y de baja intensidad (Meier, WA et al. 2003). Además, las 
vacunas atenuadas presentan otros inconvenientes: los virus atenuados pueden 
provocar estados virémicos y pueden excretarse y transmitirse a cerdos no 
infectados. Además, los virus atenuados pueden revertir y hacerse virulentos 
(Nielsen, HS et al. 2001).  
Por lo que respecta a las vacunas inactivadas, éstas tienen la ventaja de no 
revertir a la virulencia, pero inducen una respuesta más pobre que las atenuadas 
(Plana-Duran, J et al. 1997). En cuanto a la respuesta celular, existe cierta 
controversia. Algunos autores no encuentran un aumento significativo de la 
frecuencia de células productoras de IFN-γ (Nilubol, D et al. 2004), mientras otros 
demuestran una producción significativa de IFN-γ y que la vacuna inactivada es 
capaz de primar a los linfocitos CD4+CD8+ y CD8alt (Piras, F et al. 2005).  
 
5.6 Nuevas estrategias de vacunación 
Como hemos visto, las vacunas actuales frente al SRRP tienen una eficacia 
limitada y se requiere una mejora de la estrategia de vacunación. En este sentido se 
han desarrollado algunos sistemas experimentales de vacunación empleando 
subunidades del virus codificadas en DNA plasmídico, bacterias o algunos virus 
(Cruz, JL et al. 2010; Plana-Duran, J et al. 1997). En nuestro laboratorio hemos 
desarrollado una estrategia en el modelo porcino para dirigir el antígeno por medio 
de anticuerpos monoclonales a receptores de APCs, en este caso a la sialoadhesina 
(CD169), obteniendo una mejora significativa en la respuesta celular  (Poderoso, T 
et al. 2011; Revilla, C et al. 2009). 
Por otra parte se está trabajando en el desarrollo de vacunas basadas en la 
inhibición de las células T reguladoras o en la inducción de una fuerte respuesta de 
IFN-I (Huang, YW et al. 2010). Otro campo en el que se trabaja intensamente es el 
desarrollo de adyuvantes que potencien la respuesta, especialmente en el caso de 
las vacunas DNA (Meier, WA et al. 2004). 
 
 
                                                                                                               INTRODUCCIÓN 
 
~ 33 ~ 
 
6. VACUNAS DNA Y QUIMIOQUINAS COMO ADYUVANTES 
La inmunización con ácidos nucleicos es una estrategia de vacunación en la que 
se utilizan construcciones de RNA o DNA que codifican inmunógenos específicos. 
Las construcciones con DNA transfectan las células del huésped, que se convierten 
en una fuente in vivo del antígeno (Kutzler, MA et al. 2004). La vacunación con 
DNA induce el procesamiento y la presentación de antígeno por parte de las 
células del huésped, asociado con las moléculas del MHC de tipo I y II (Figura 10). 
Además, las vacunas de DNA presentan la ventaja de ser fáciles de producir y de 
mantener, estabilidad biológica, bajos costes de producción y la posibilidad de 
diferenciar entre individuos vacunados e infectados (Dhama, K et al. 2008).  
Aunque las vacunas de DNA inducen respuesta inmune celular y humoral en 
ratones cuando se utilizan en dosis altas, su inmunogenicidad en modelos animales 
de mayor tamaño es limitada  (Barouch, DH et al. 2004). En los últimos años se han 
realizado numerosos experimentos con vacunas de DNA frente a diferentes 
enfermedades animales, como Herpes bovino, influenza y bronquitis infecciosa de 
aves, enfermedad de Aujeszky y peste clásica en cerdo. Sin embargo, dada la baja 
eficacia obtenida con estas estrategias, se hace necesario desarrollar estrategias de 
vacunación que produzcan una mejor respuesta inmune (Dhama, K et al. 2008). 
Un elemento importante para la efectividad de las vacunas, es la utilización de 
adyuvantes adecuados que faciliten la inducción y el aumento de la respuesta 
inmunológica. En la generación de vacunas DNA se ha considerado la utilización 
de nuevos adyuvantes para producir una respuesta inmune más eficaz, sobre todo 
en animales de gran tamaño. Al ser las APCs las células responsables de captar, 
procesar y presentar el Ag a los linfocitos, dando lugar a la iniciación de la 
respuesta inmune, una de las tendencias actuales es la utilización de adyuvantes 
que promuevan la infiltración de células dendríticas u otras APC en el lugar de 
inoculación del antígeno (Seubert, A et al. 2008).  Se ha descrito que el número de 
APCs presentes en el lugar de inoculación, durante la expresión del antígeno 
cuando se utiliza una vacuna DNA puede ser un factor limitante para la eficacia de 
ésta (Kutzler, MA et al. 2004). De hecho, dos de los adyuvantes más frecuentemente 
utilizados en la actualidad, el hidróxido de aluminio y la emulsión aceite-agua 
MF59, actúan induciendo la secreción de las quimioquinas CCL2, CCL3, CCL4 y 
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CXCL8, implicadas en el reclutamiento de macrófagos, monocitos y células 
dendríticas en el lugar de inoculación (Seubert, A et al. 2008). 
 
Así, la coadministración de genes de citoquinas como adyuvantes moleculares 
de las construcciones vacunales de DNA puede mejorar la respuesta al antígeno 
(Kim, JJ et al. 2000). Como hemos visto, algunas quimioquinas son moléculas 
inflamatorias muy activas y sus receptores pueden jugar un papel importante en la 
respuesta inmune e inflamatoria, actuando como agentes quimiotácticos y como 
activadores de leucocitos. Las quimioquinas además juegan un papel en la 
diferenciación celular. Estas propiedades reguladoras hacen de las quimioquinas 
candidatos interesantes para la obtención de adyuvantes moleculares.  
La administración de quimioquinas junto con antígenos se ha utilizado en 
diversos estudios con el fin de mejorar la respuesta inmune de las vacunas DNA 
(Barouch, DH et al. 2004). Por ejemplo la inyección intramuscular de MIP-1α 
recluta células dendríticas en el lugar de inoculación y aumenta eficientemente la 
respuesta de células T CD8+ en un modelo de HIV en el ratón (Lu, Y et al. 1999). 
También en un modelo de ratón con desafío letal con el virus Herpes simple se ha 
comprobado un aumento de la inmunogenicidad y de la protección usando los 
ligandos de CCR5 como adyuvantes (Sin, J et al. 2000); y en otro modelo murino de 
 
Figura 10. Esquema de la generación de las respuestas celular y humoral 
antígeno específicas producidas por las vacunas DNA. 
                                                                                                               INTRODUCCIÓN 
 
~ 35 ~ 
 
co-inmunización con antígenos del virus del SIDA en ratón, se ha observado que 
CCL3 y CCL5 aumentan la producción de anticuerpos específicos (Kim, JJ et al. 
2000). En cerdo se ha demostrado que el CCL20 aumenta la respuesta humoral en 
un modelo de co-inmunización con el antígeno E2 del virus de la peste  porcina 
clásica (Tarradas, J et al. 2011). 
El reclutamiento y la activación de DCs en el sitio de inyección usando 
plásmidos con quimioquinas y quizá otras señales de maduración podrían ser 
efectivos, aumentando la respuesta a las vacunas DNA. Es posible que estas 
estrategias que mejoran la presentación de antígeno se puedan combinar con otras, 
destinadas a aumentar la proliferación y diferenciación de los linfocitos T.  
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El sector porcino es el primer sector de la ganadería de nuestro país, con una 
producción anual que supone más de 4.000 millones de euros, lo que le establece 
como líder europeo. Además de su relevancia ganadera, el modelo porcino se ha 
desarrollado en las últimas décadas como posible fuente de xeno-transplantes y 
para el establecimiento de modelos de enfermedades humanas. Por consiguiente, el 
estudio del sistema inmune del cerdo ha generado un gran interés en los últimos 
años.  
La migración controlada de los leucocitos y su posicionamiento en los lugares y 
momentos adecuados, tiene un papel esencial en la organización y función del 
sistema inmune. La mejora de las estrategias de vacunación en el cerdo requiere 
por lo tanto un mayor conocimiento de las quimioquinas y de sus receptores en las 
células inmunocompetentes, ya que son responsables de la organización de las 
migraciones mencionadas. 
Para ello en esta Tesis hemos planteado los siguientes objetivos: 
1. Producción y evaluación de proteínas recombinantes de quimioquinas 
porcinas. 
 
2. Estudio de la expresión de receptores de quimioquinas en subpoblaciones de 
monocitos. 
 
3. Análisis de la expresión de CCR7 en subpoblaciones de linfocitos T 
 
4. Estudio in vivo de la capacidad inmunoadyuvante de la quimioquina 
recombinante CCL2-GFP en un modelo de inmunización con DNA, utilizando 
como antígeno modelo la nucleoproteína del virus del SRRP. 
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1. ANIMALES  
Se han empleado cerdos Large-White de edades comprendidas entre 2 y 12 
meses como donantes de sangre y tejidos. 
Para el experimento in vivo se utilizaron animales Large white de 10 semanas de 
edad. 
Todos los experimentos fueron realizados siguiendo las normas del Comité de 
Ética del Instituto. 
 
2. CÉLULAS Y LÍNEAS CELULARES  
2.1 Células mononucleares sanguíneas (PBMC). 
La obtención  de la sangre se realizó mediante punción de la vena cava craneal, 
recogiéndose en tubos estériles con EDTA (Merck, Alemania) como anticoagulante, 
a una concentración final de 8 mM. La sangre anticoagulada se sedimentó durante 
30 minutos añadiendo una solución de dextrano (Dextran T500, Sigma. EE.UU), 
preparada  al 6% en tampón fosfato salino (PBS) (BioWhittaker, Bélgica), pH 7.4, 
como describieron González et al (1990). Se recogió la fase superior rica en 
leucocitos y se centrifugó durante 15 minutos a 250 x g a  temperatura ambiente 
(TA). 
El sedimento celular se depositó sobre un gradiente de Percoll al 61% (GE, 
HealthCare Bio-science AB, Uppsala, Suecia) (González, S et al. 1990), y se 
centrifugó a 300 x g durante 15 minutos a TA. Las PBMC, localizadas en la banda 
de la interfase, se recogieron y se lavaron 2 veces en PBS con 2% suero fetal bovino 
(SFB) descomplementado (BioWhittaker, Bélgica). A continuación se 
resuspendieron en RPMI 1640 (BioWhittaker, Bélgica) con 10% SFB, L-glutamina 
2mM (BioWhittaker, Bélgica), β-mercaptoetanol 5 X 10-5M (Serva, Alemania)  y 50 
μg/ml de gentamicina (BioWhittaker, Bélgica) (RPMI completo). En aquellas 
muestras en las que se observó contaminación de eritrocitos se llevó a cabo un 
tratamiento hipotónico para eliminarlos, para ello las células se resuspendieron en 
9 ml de agua destilada durante 28 segundos, tras los cuales se añadieron 3 ml de 
NaCl al 3,5%. 
El recuento celular se realizó en una cámara de Neubauer, utilizando azul 
Tripán al 0,1% (Dr. G. Grübler & Co. Leipzig, Alemania) en PBS, como colorante 
vital.  
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2.2 Líneas celulares 
Se utilizaron células de la línea CHO (Chinese hamster ovary) para las 
transfecciones, cultivadas con DMEM (BioWhittaker, Bélgica) suplementado con 
2mM de L-glutamina, 5% de SFB descomplementado y 50 μg/ml de gentamicina 
(DMEM Completo).  
Se utilizaron células de la línea MARC-145 para el cultivo del virus del SRRP, 
crecidas en  medio DMEM completo. 
 
3. ANTICUERPOS 
A continuación se muestran los anticuerpos utilizados durante esta tesis, tanto 
los producidos en nuestro laboratorio (tabla 2), como los adquiridos 
comercialmente (tabla 3). 
 
Reactividad
Anticue
rpo
Isotipo Patrón de expresión
Proveedor o 
referencia
CD11R1 MIL4 IgG1 Polimorfonucleares, NK y DCs Haversonk et al, 1994
CD163 2A10/11 IgG1 Monocito/macrófago
Bullido et al, 1997b Sanchez
et al, 1999
CD169/
Sialoadhesina
1F1 IgG2a Monocito/DC Revilla et al, 2009
CD25 6E2/12 IgG1
Células T activadas, células B 
activadas, precursores 
mieloides.
Bullido et al, 1997b
CD3 BB23-8E6 IgG2b Células T Pescovitz, 1984
CD172a/SWC3
BL1H7 IgG1
Células mieolomonocíticas
Alvarez, 2000
BA1C11 IgG1 Alvarez, 2000 
CD4 74-12-4 IgG2b Células Th Pescovitz et  al, 1984;1994
CD45RA 3C3/9 IgG1 Células linfoides Bullido, 1997c
CD8 76-2-11 IgG2a Subpoblación células T Pescovitz, 1984 
Infectious
Pancreatic
Necrosis (IPN)
4B9 IgG1 Irrelevante Domínguez, 1991
SLAII-DR 1F12 IgG2b
Monocitos, macrofagos, Células 
B, células T naïve, células T 
memoria
Bullido, 1997
Vp30 (PPA) 1D9 IgG2a Irrelevante (no publicado)
 
Tabla 2. Anticuerpos producidos en el laboratorio utilizados en esta tesis. 
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3.1 Producción de sobrenadantes de cultivo. 
Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales (AcMo) obtenidos en 
nuestro laboratorio según el protocolo descrito por Kohler y Milstein (Kohler, G et 
al. 1975), se crecieron en frascos de cultivo de 75 o de 175 cm2 (Labclinics, España), 
según el volumen necesario para realizar los estudios posteriores. Las células se 
cultivaron en medio RPMI completo; además,  este medio de cultivo fue 
suplementado con piruvato sódico 2mM en caso de que el hibridoma fuera 
obtenido de una fusión realizada con la línea de mieloma X63/Ag 8.653, o con OPI 
 
Tabla 3.  Anticuerpos comerciales utilizados en esta tesis 
                                                                                            MATERIALES Y MÉTODOS 
~ 40 ~ 
 
(oxalacetato 1,1mM, piruvato sódico 0,45 mM e insulina bovina 0,04 U/ml) si la 
línea de mieloma fue Sp2/0-Ag 14.  
Para facilitar la posterior purificación de los AcMo a partir de los 
sobrenadantes en columnas de proteína G, los hibridomas se adaptaron 
progresivamente a medio EX-CELL sin suero (Serum free hybridoma médium, 
Sigma, EE.UU). 
  
3.2 Cuantificación de anticuerpos presentes en el sobrenadante de cultivo 
por ELISA. 
Para cuantificar los anticuerpos se tapizaron placas de 96 pocillos de fondo 
plano polysorp (Nunc, Dinamarca) con 100 µl de una dilución en PBS (10 µg/ml) 
de un anticuerpo de conejo anti-Ig de ratón, y se incubaron 24 horas a 4ºC. A 
continuación se realizaron 6 lavados con PBS  con tween 20 al 0.5% (Merck, 
Alemania) (Tampón lavado ELISA) y se bloqueó durante 1 hora a 37ºC con PBS con 
BSA al 1% (Sigma, EE.UU) (Tampón bloqueo ELISA). Tras otros 6 lavados se 
incubaron durante 1 hora a TA con diluciones seriadas de los sobrenadantes de los 
hibridomas a cuantificar, utilizando como diluyente PBS con BSA 0,1% y tween 20 
al 0,01% (Tampón de dilución de ELISA). Se estableció una curva patrón 
empleando anticuerpos purificados de concentración conocida y del mismo isotipo. 
Después de 6 lavados se incubaron durante 1 hora a TA con RaM-HRP (Ver Tabla 
3), se volvió a lavar y se añadió el sustrato, O-fenildiamina (OPD) (Sigma, EE.UU), 
previamente disuelto en tampón citrato-fosfato pH 5 (NaH2PO4 0,2M y C6H8O7 
0,1M) con H2O2 al 0,001%. La reacción se frenó con H2SO4 2N, cuantificándose la 
densidad óptica (DO) a una longitud de onda de 492 nm. 
 
3.3 Purificación de AcMo. 
La purificación de los AcMo de los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas, 
se llevó a cabo mediante una cromatografía de afinidad en columnas de proteína G-
Sepharosa 4 Fast Flow (GE Healthcare, Suecia). La resina se hidrató en PBS, se 
empaquetó en una columna, y se equilibró con tampón fosfato sódico 20mM pH 7,0 
(tampón de unión). La muestra, previamente diluida al 50% en este mismo tampón, 
se aplicó sobre la columna, eliminándose las proteínas no unidas mediante lavados 
con dicho tampón. Las Igs unidas a la resina de proteína G, se eluyeron con una 
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solución de glicina-HCl 0,1M pH 2,7 (tampón de elución), recogiéndose fracciones 
de 1 ml, las cuales, una vez neutralizadas con Tris-HCl pH 9,0 y cuantificadas por 
espectrofotometría, se sometieron a diálisis frente a PBS. La concentración de 
inmunoglobulina de cada fracción se determino mediante espectrofotometría 
midiendo la absorbancia a 280 nm. 
 
3.4 Marcaje de los AcMo.  
3.4.1 Marcaje con Biotina 
Los AcMo purificados se dializaron frente a bicarbonato sódico 0,1 M pH 8,3 y 
se ajustó su concentración a 1 mg/ml. 
Por cada mg de la solución de AcMo se añadieron 125 μg de una solución de 
N-hidroxi-succinimida-biotina (Sigma, EE.UU), disuelta en DMSO. A continuación 
la mezcla se mantuvo en agitación durante 4 horas a TA dializándose después 
frente a PBS. 
3.4.2 Marcaje con fluorocromos 
El marcaje se realizó mediante kits comerciales (Kit ALEXA FLUOR 633 o Kit 
ALEXA FLUOR 488), siguiendo las instrucciones del fabricante (Molecular Probes, 
EE.UU). Los AcMo purificados y dializados frente a PBS se ajustaron a una 
concentración de 2 mg/ml. A continuación se añadieron 50 μl de bicarbonato 
sódico 1 M pH 8,3 por cada mg de anticuerpo. Un mg de anticuerpo se transfirió a 
un vial que contenía el fluorocromo, incubándose en agitación durante 1 hora a TA. 
La reacción se detuvo añadiendo a la mezcla 15 μl de hidroxilamina pH 8,5 e 
incubándose durante 15 minutos a TA. El anticuerpo marcado se separó del 
fluorocromo libre mediante cromatografía de exclusión molecular, utilizando PBS 
como tampón de elución. 
Los anticuerpos conjugados se conservaron a – 20ºC con 0,005% de Thimerosal 
como agente antimicrobiano. 
 
4. CITOMETRÍA DE FLUJO 
4.1 Análisis de las células con un solo color. 
Las células (25 X 104/pocillo) se lavaron dos veces con  PBS con BSA al 0,1% y con 
azida sódica al 0,01% (tampón de citometría, TC) y se repartieron en placas de 96 
pocillos de fondo en V (Costar, Inglaterra).  
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En los marcajes simples indirectos las células se incubaron a 4ºC durante 30 
minutos con 50μl/pocillo de sobrenadante del hibridoma. Después de dos lavados con 
TC, las células se incubaron con una solución de fragmentos F(ab´)2 de anticuerpos de 
conejo anti-inmunoglobulinas de ratón (RaM) conjugados con isotiocianato de 
fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) o aloficocianina (APC) (Ver Tabla 3), durante 30 
minutos a 4ºC protegiendo la placa de la luz.  Tras dos lavados, las células se fijaron 
con formaldehído al 0,1%, (Tampón fijador, TF).  
En los marcajes simples directos, las células fueron incubadas durante 30 minutos 
a 4ºC con 50 μl de AcMo purificado y marcado con Alexa 488, Alexa 633 o con biotina. 
En este último caso, después de dos lavados con TC, las células se incubaron con 
estreptavidina-PE o estreptavidina-PerCP (peridinina clorofila)  (Sourthen 
Biotechnology, EE.UU.) durante 30 minutos. Tras varios lavados se resuspendieron  en 
TF para su análisis. 
Como control negativo se utilizaron AcMo irrelevantes del mismo isotipo sin 
marcar, marcados con Alexa 488, Alexa 633 o con biotina según el protocolo utilizado. 
 
4.2 Análisis de las células con varios colores. 
Para realizar los marcajes múltiples procedimos inicialmente como en un marcaje 
simple, empleando como anticuerpo secundario RaM-FITC o RaM-PE. Después de dos 
lavados, las células (3-4 X 105/pocillo)  se incubaron durante 10 minutos con 25 μl de 
TC con 5% suero normal de ratón, con objeto de bloquear los sitios de unión residuales 
del RaM. Sin eliminar el suero de ratón se añadieron los AcMo marcados con Alexa 
488, Alexa 633 o biotina. En este último caso las células se lavaron dos veces y se 
incubaron con estreptavidina-PE o estreptavidina-PerCP durante 30 minutos. Tras dos 
lavados las células se resuspendieron  en TF para su análisis. 
 
4.3 Adquisición de datos en el citómetro y análisis de los resultados 
Las suspensiones celulares teñidas con los diferentes AcMo se analizaron en un 
citómetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson, EE.UU). Los fluorocromos 
empleados fueron: FITC o Alexa 488 (detectado en el canal FL-1), PE (FL-2), PercP (FL-
3) y APC ó Alexa 633 (FL-4). 
Antes de la adquisición de los datos en el citómetro, se fijaron las condiciones 
óptimas de adquisición analizando suspensiones celulares control sin teñir para fijar 
los umbrales mínimos de sensibilidad y autofluorescencia. Se emplearon también 
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controles de isotipo y controles positivos marcados en un solo color y dos colores con 
el fin de fijar la compensación de las fluorescencias (% FL1 - % FL2, %FL2 - %FL1, 
%FL2 - %FL3, %FL3 - %FL2, %FL3 - %FL4, %FL4 - %FL3). El número de células 
analizadas varió dependiendo del tipo de ensayo entre 5x103 y 5x104. 
El análisis de los datos se llevó a cabo con el programa WinMDI (Desarrollado por 
Joseph Trotter, URLhttps://facs.scripps.edu/). Los porcentajes de células positivas se 
determinaron con respecto al control negativo de cada muestra. 
Para eliminar del análisis las células muertas se realizaron tinciones con yoduro de 
propidio (FL2) (0,5 μg IP/5x105 células) sobre células no fijadas. 
 
5. SEPARACIÓN MAGNÉTICA DE POBLACIONES 
CELULARES. 
La separación de las distintas poblaciones celulares se llevó a cabo utilizando el 
sistema AutoMacs (Miltenyi Biotech, Alemania). Este sistema permite la separación 
automatizada de células empleando microesferas magnéticas adheridas a su superficie 
celular mediante anticuerpos. Esta tecnología está diseñada tanto para una selección 
positiva, como para la eliminación de las células marcadas magnéticamente (selección 
negativa), haciéndolas pasar por una columna acoplada a un imán. 
 
5.1 Monocitos 
Para obtener una suspensión de monocitos se eliminaron los linfocitos de las 
PBMC totales, usando un cóctel de anticuerpos a concentración saturante. Para ello, las 
células fueron incubadas durante 30 minutos a 4ºC con una mezcla de los AcMo anti-
CD3, anti-CD45RA y anti-CD8α (Ver Tabla 2). Posteriormente se lavaron dos veces con 
PBS, SFB 5%, Azida 0,1% y EDTA 2,5mM (tampón separación, TS) y se incubaron 
durante 15 minutos a 4ºC con microesferas magnéticas ligadas a anticuerpos de cabra 
anti-Igs de ratón (Miltenyi Biotec, Alemania). La suspensión celular se lavó y pasó por 
una columna de separación AutoMacs. La fracción no retenida se recogió y se analizó 
mediante citometría de flujo empleando el AcMo anti-CD172a (Ver Tabla 2). La riqueza 
de los monocitos fue mayor del 90%.  
 
5.2 Separación de la población CD14+SLA-IIˉCD163ˉ 
Los monocitos enriquecidos fueron incubados durante 30 minutos en hielo con 
una mezcla de AcMo anti-CD163 y anti-SLA-II (ver tabla 2). Después de lavar dos 
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veces con TS se incubaron 30 minutos en hielo con RaM-PE. Posteriormente las células 
se incubaron durante 15 minutos en hielo con microesferas magnéticas conjugadas con 
un anticuerpo monoclonal anti-PE (3μl de micropartículas por cada 107 células). Las 
células se lavaron una vez y se pasaron por una columna de separación AutoMACS. 
De esta forma se eliminaron los monocitos que expresaban estos marcadores (Figura 
11). La fracción no retenida  se analizó por citometría de flujo, comprobándose que más 
del 95% de las células eran monocitos CD14+SLA-IIˉCD163ˉ. 
 
5.3 Separación de la población CD14ˉSLA-II+CD163+ 
La fracción enriquecida en monocitos se incubó durante 30 minutos en hielo con el 
AcMo anti-CD14. Después de dos lavados se incubó durante 30 minutos en hielo con 
RaM-Biotina. Posteriormente se incubó con estreptavidina-PE durante 30 minutos y 
después de otros dos lavados se añadieron microesferas anti-PE y se incubaron 15 
minutos en hielo. La suspensión celular se paso por una columna  de separación 
AutoMACS para eliminar las células que expresaban CD14. 
Para obtener las células CD163+, la suspensión de células CD14ˉ  se incubó 
posteriormente con el AcMo anti-CD163 durante 30 minutos en hielo, luego con RaM-
FITC durante 30 minutos en hielo y por último con microesferas conjugadas con 
PBMC
Selección negativa de monocitos
-AcMo anti-CD8, anti-CD45RA,anti-CD3
- anti-IgG de ratón unido a 
bolitas magnéticas
Fracción positiva: 
Linfocitos
CD8+ CD45RA+ CD3+
Fracción negativa:
Monocitos
CD8 
CD45RA 
CD3 
CD172a+
Selección negativa SLA-II DR  y CD163
-AcMo anti-SLA-II DR y anti-CD163.
-anti-IgGs raton-PE
-anti-PE  unido a bolitas magnéticas
Fracción negativa:
SLA DR , CD163 
Fracción positiva:
SLA DR+ CD163+
 
 
Figura 11. Esquema de la separación de las células CD163– SLA-II– 
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anticuerpo monoclonal anti-FITC (3μl de microesferas por 107 células) durante 15 
minutos en hielo. Tras esta incubación las células se lavaron una vez y se pasaron por 
una columna de separación AutoMACS, realizando una selección positiva de las 
células CD163+ (Figura 12). Esta última suspensión celular se analizó por citometría de 
flujo, comprobando que más del 95% de las células eran monocitos CD14ˉSLA-
II+CD163+. 
PBMC
Selección negativa de monocitos
-AcMo anti-CD8, anti-CD45RA,anti-CD3
- anti-IgG de ratón unido a 
bolitas magnéticas
Fracción positiva: 
Linfocitos
CD8+ CD45RA+ CD3+
Fracción negativa: 
Monocitos
CD8 
CD45RA 
CD3 
CD172a+ > 90%
Selección negativa CD14
-AcMo anti CD14
-anti-IgGs raton-B*
-Streptavidina-PE
-anti-PE unido a bolitas magnéticas
Fracción positiva: 
CD14+
Fracción negativa: CD14 
Selección positiva CD163
-AcMo anti-CD163
-anti-IgGs raton-FITC
-anti-FITC unido a bolitas magnéticas
Fracción negativa: 
CD163 
Fracción positiva: CD163 +
 
Figura 12. Esquema de la separación de las células CD14—SLA-II+CD163+ 
 
6. VIRUS DEL SÍNDROME RESPIRATORIO Y 
REPRODUCTIVO PORCINO (VSRRP) 
Todos los experimentos de proliferación se realizaron con la cepa 5710 del virus  
del SRRP, aislada en el Norte de España en 1992 y proporcionada por el Dr. José Mª 
Castro (Facultad de Veterinaria, UCM). 
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6.1 Producción del virus del SRRP  
El virus se cultivó en células de la línea de riñón de mono MARC-145 en medio 
DMEM completo. Cuando la confluencia del tapiz alcanzó un 80% se retiró el medio y 
se añadió un inóculo del virus de SRRP a una multiplicidad de infección (MOI) de 0,1. 
Después de 1 hora de adsorción a TA, se añadió medio sobre el inóculo hasta 
completar el volumen de cultivo del frasco. Transcurridos 3-4 días de cultivo, cuando 
se observó efecto citopático en más del 80% de las células, los frascos de cultivo se 
congelaron y se descongelaron 3 veces consecutivas. El homogeneizado celular 
resultante se centrifugó a 300 g durante 5 min, para eliminar los restos celulares y el 
sobrenadante se dividió en alícuotas que se congelaron a -80ºC hasta su posterior 
utilización. En paralelo se produjo inóculo control (MOCK), tratando con el mismo 
protocolo a las células MARC-145 sin infectar. Este inóculo MOCK se utilizó como 
control negativo. 
 
6.2 Titulación del virus del SRRP. 
Los distintos lotes de virus se titularon en la línea celular MARC-145. Para ello se 
utilizaron placas de 96 pocillos (Labclinics, España) y se añadieron 104 células a cada 
pocillo en DMEM completo. Tras cultivar las células durante 24 horas, se retiró el 
sobrenadante y se añadieron diluciones seriadas en base 10 del virus, utilizando el 
mismo medio de cultivo. Los cultivos celulares se mantuvieron en el incubador, 
realizándose la lectura de las placas a los 7 días de la infección para valorar el efecto 
citopático. El título del virus se calculó utilizando el método descrito por Reed y 
Muench (1938), expresándose en forma de DICT50/ml. 
 
7. PRODUCCIÓN DE LAS PROTEINAS DE FUSIÓN 
7.1 Extracción de RNA 
El RNA de monocitos se extrajo utilizando una mezcla de tiocianato de guanidina y 
fenol (Tripure Isolation Reagent, Roche Diagnostics, Alemania) (Chomczynski, P et al. 
1987). Tras 5 min de incubación a TA con este reactivo para lisar las células y asegurar 
la disociación completa de los complejos de nucleoproteínas, se añadió cloroformo y se 
centrifugó, obteniéndose tres fases. Se recogió la fase superior, que contenía el RNA, y 
éste se precipitó con isopropanol y se lavó con etanol al 75% para eliminar las sales. El 
RNA se secó y se disolvió en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma, 
EE.UU). Las muestras se conservaron a -70ºC hasta su utilización. 
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7.2 Obtención del cDNA 
El RNA se desnaturalizó a 65ºC durante 2 min y posteriormente se mantuvo en 
hielo para evitar su renaturalización. La retrotranscripción del RNA total (de 1 a 4 µg) 
se realizó con una mezcla que contenía 25 U de la transcriptasa reversa del virus de la 
leucemia murina de Moloney (M-MLV) (Epicentre Technologies, EE.UU), Tris-HCl 50 
mM (pH 8,3), KCl 75 mM, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM (Epicentre Technologies, 
EE.UU), 125 µM de cada uno de los dNTPs (Epicentre Technologies, EE.UU), 20 U del 
inhibidor de RNAsas (RNasin inhibitor, Promega, EE.UU.) y 20 pmoles del 
oligonucleótido poli dT. La mezcla se incubó durante 1 hora a 37ºC y el cDNA que se 
obtuvo se guardó a -20ºC. 
 
7.3 Amplificación de la secuencia de nucleótidos que codifica las quimioquinas 
porcinas CCL2 y CCL19 y el receptor CCR7 (PCRs) 
Las parejas de oligonucleótidos empleadas para la amplificación de las distintas 
secuencias, así como su temperatura de hibridación (TAN) y el tamaño de los productos 
amplificados, se muestran en la Tabla 4: 
 
7.3.1 CCL2 
La secuencia que codifica la quimioquina porcina CCL2 se amplificó mediante RT-
PCR utilizando una pareja de oligonucleótidos específicos (CCL2F y CCL2R) diseñados 
en base a la secuencia con nº de acceso NM_214214 y como molde cDNA de monocitos 
CD172a+ obtenidos por aislamiento inmunomagnético. Esa pareja de oligonucleótidos 
contienen uno el codón de inicio y otro el codón de terminación. 
Gen Cebador Secuencia TAN ºC pb)
CCL2
CCL2-F CCTCATCCTCCAGCATGAAGGTCTCTGC
62 328
CCL2-R GGTGGAGTCAGGCTTCAAGGCTTCGG
CCL2-V5-HIS
CCL2-F CCTCATCCTCCAGCATGAAGGTCTCTGC
62 312
CCL2V5HR AGGCTTCGGAGTTTGGTTTTTCTTGTCCAGG
CCL2-GFP
CCL2-F CCTCATCCTCCAGCATGAAGGTCTCTGC
62 313
CCL2GFPR GAGGCTTCGGAGTTTGGTTTTTCTTGTCCAGG
CCL19-GFP
CCL19GFP-F CGCTTGCTGAGAGTCTGCTCACCCTG
65 329
CCL19GFP-R GCTAAGAGCAAGCACCACCGCAACC
CCL19-Fc
XbaCCL19F GCGCTCTAGACGCTTGCTGAGAGTCTGCTCACCCTG 
68 326
XbaCCL19R GCGCTCTAGAGTTGCGGTGGTGCTTGCTCTTAGC
CCR7-GFP
CCR7ATG-F GCCAAGAGTGACATGGACCTGG
61 1141
CCR7GFP-R GGGGGGAGAAGGTGGTGG
 
Tabla 4. Oligonucleótidos empleados, temperaturas de hibridación y tamaño de 
los productos.  
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El molde de cDNA (2 µl) obtenido en la reacción RT se usó en un volumen final de 
25µl de mezcla de PCR consistente en: 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 0,005% 
Tween 20, 0,005% de NP-40, 1 mM MgCl2, 50µM de cada dNTP, 10 pmoles de cada 
oligonucleótido y 1 U de la polimerasa termoestable DyNAzyme II (Finnzymes, 
Finlandia). 
Posteriormente, se diseñaron 2 nuevos oligonucleótidos antisentido (CCL2V5HR y 
CCL2GFPR) para clonar la ORF completa del CCL2 y expresarla como proteína de 
fusión con el epítopo V5 y un ―tag‖ de histidinas o con la proteína GFP. Las 
amplificaciones se llevaron a cabo usando la DNA polimerasa DyNAzyme II con el 
cebador 5´CCL2F y el correspondiente cebador 3´y como molde el DNA plasmídico 
purificado de la construcción anterior. Las condiciones de las PCR se detallan en la 
figura 13: 
 
7.3.2 CCL19 
La secuencia que codifica la quimioquina porcina CCL19 (nº de acceso GenBank 
NM_006274) se amplifico por PCR utilizando como molde una construcción cedida por 
el Dr. Hirohide Uenishi (Department of Animal Breeding and Genetics, National 
Institute of Animal Industry, Ibaraki, Japón) que contenía el cDNA del CCL19 porcino 
clonado en el plásmido pCMVFL3. Para ello, se diseñó una pareja de oligonucleótidos 
específicos (CCL19-GFP-F y CCL19-GFP-R) que nos permitió clonar esta secuencia en 
fase con la que codifica la GFP incluida en el plásmido pcDNA3.1/ CT-GFP-TOPO, con 
objeto de expresar posteriormente la proteína de fusión. Además se diseñó otra pareja 
de oligonucleótidos (XbaCCL19F y XbaCCL19R) que contenían la secuencia para la 
endonucleasa de restricción XbaI, para subclonar está secuencia en fase con la que 
codifica la porción Fc de la Ig G1 humana en una construcción previamente obtenida 
en nuestro laboratorio (pcDNA-Fc). Las condiciones de las PCRs se detallan en la 
figura 14. 
 
Figura 13. Condiciones de las PCR para amplificar las construcciones con CCL2. 
                                                                                            MATERIALES Y MÉTODOS 
~ 49 ~ 
 
 
 
7.3.3 CCR7 
A partir de una construcción cedida por el Dr Hirohide Uenishi que contenía la 
secuencia nucleotídica que codifica el receptor CCR7 porcino (nº de acceso GenBank: 
AB090872) en el plásmido  pCMVFL3, se subclonó esta secuencia en el plásmido 
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO. Para ello se diseñó una pareja de oligonucleótidos 
(CCR7ATG-F y CCR7GFP-R. Tabla 4) que nos permitió amplificar por PCR la 
secuencia de interés para expresarla en fase con la proteína GFP. Las condiciones de la 
PCR se detallan en la figura 15. 
 
7.4  Electroforesis en geles de agarosa 
Los productos de PCR se analizaron mediante separación electroforética en geles de 
agarosa en tampón Tris-Acetato. Para ello, las muestras se mezclaron debidamente con 
tampón de carga 10X (Ficoll 400 20%, EDTA 100mM, Orange G 0,025%), y se cargaron 
en diferentes pocillos de un minigel de agarosa (Promega, EE.UU.), cuya concentración 
varió entre el 1 y el 2% dependiendo del tamaño del amplicón, preparado en TAE 1X 
(Tris Acetato 0,04 M, EDTA 1 mM) con 0,5 µg/ml de bromuro de etidio (Sigma, 
 
Figura 14. Condiciones de PCR para las construcciones de CCL19. 
 
Figura 15. Condiciones de PCR para la construcción de CCR7-GFP 
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EE.UU). En paralelo se cargaron marcadores de tamaño conocido (1kb y 100 bp DNA 
Ladder Invitrogen, EE.UU.). Como tampón de electroforesis se utilizó TAE 1X, se 
aplicó una corriente continua de 90 voltios durante 45 minutos y el gel se observó bajo 
la luz ultravioleta. Las imágenes obtenidas se registraron mediante un sistema 
fotográfico digital (Kodak, Electroforesis documentation and analysis system 120). 
 
7.5 Extracción de DNA desde geles de agarosa 
Para purificar los productos específicos de PCR, las muestras se mezclaron con 
tampón de carga y se resolvieron en minigeles de agarosa de bajo punto de fusión a la 
concentración adecuada en TAE 1X con 0,5 µg/ml de bromuro de etidio (Promega, 
EE.UU.). La electroforesis se realizó a 70 V utilizando como tampón TAE 1X. 
Posteriormente, los geles se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta y se 
procedió a cortar las bandas de interés usando como referencia de tamaño un patrón 
de peso molecular de tamaño conocido cargado en paralelo. A continuación, se purificó 
el DNA mediante el kit QUIAquick gel extraction (Quiagen, Alemania), siguiendo el 
protocolo recomendado por el fabricante. 
 
7.6 Plásmidos 
Para el clonaje de los diferentes fragmentos de DNA utilizamos distintos 
plásmidos.  
El plásmido pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, 
EE.UU) es un vector de expresión eucariota 
de 5,4 Kb que contiene el promotor de 
citomegalovirus (CMV). La secuencia de la 
ORF7 del virus del SRRP fue clonada 
previamente en nuestro laboratorio entre las 
dianas de restricción BamHI y XbaI del sitio 
de clonaje múltiple de dicho plásmido. Esta 
secuencia aparece precedida por un 
espaciador (sp). 
El vector de expresión eucariota pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen, EE.UU.) se 
utilizó para el clonaje de los fragmentos de DNA obtenidos por RT-PCR (Figura 17). 
Este plásmido lleva unida de forma covalente una topoisomerasa (vector activado) que 
estabiliza el complejo y, gracias a su actividad ligasa, permite insertar directamente el 
 
Figura 16. Diagrama del plásmido 
de expresión eucariota pcDNA3.1 
(+/-). 
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producto de PCR. Además, la zona en la que el plásmido aparece abierto contiene 
residuos T que son complementarios a la adenina que añade la enzima polimerasa, 
gracias a su actividad 
adeniltransferasa, en los extremos 
del producto de PCR (clonaje T-A). 
El plásmido pcDNA3.1/CT-GFP-
TOPO (Invitrogen, EE.UU.) también 
es un vector activado, por lo que 
permite el clonaje de fragmentos 
amplificados por PCR directamente 
(Figura 18). Además este plásmido 
lleva incorporada la secuencia que codifica la 
proteína GFP de tal manera que si la 
incorporación del inserto al plásmido se produce correctamente, se genera una 
proteína de fusión del fragmento clonado con la GFP en el extremo C-terminal, lo que 
facilita la detección de la expresión.  
Los plásmidos que contenían las 
secuencias que codifican las 
quimioquinas porcinas CCL21 
(AJ585194) y CXCL12 (AJ577083) 
fusionadas a la GFP fueron obtenidos 
en trabajos anteriores de nuestro 
laboratorio. 
La construcción que contenía la 
secuencia de la quimioquina CCL1 
humana en fase con la porción Fc de la 
inmunoglobulina (IgG1) humana fue 
cedido por la Dra. Leonor Kremer 
(Gutierrez, J et al. 2004) 
 
 
7.7 Digestión 
Las digestiones de plásmidos y fragmentos de PCR se realizaron con las 
correspondientes enzimas de restricción (Promega, EE.UU.) siguiendo las 
 
Figura 19. Condiciones de PCR 
para seleccionar las colonias de 
bacterias positivas 
 
 
 
Figura 17. Diagrama del plásmido de 
expresión eucariota pcDNA3.1/ V5-His 
TOPO 
 
Figura 18. Diagrama del plásmido de 
expresión eucariota pcDNA3.1/ CT-GFP-
TOPO. 
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recomendaciones descritas para cada una. En el caso de las digestiones simples de los 
vectores se realizó un tratamiento con fosfatasa alcalina (Rapid Alkaline Phosfatase, 
Roche, EE.UU.) durante 20 minutos a 37ºC, para evitar que el vector linearizado se 
pudiera recircularizar, y una posterior inactivación de la enzima a 65ºC durante 15 
minutos. 
A continuación, los productos de las digestiones se separaron en geles de agarosa de 
bajo punto de fusión y se purificaron como se describe en el apartado 7.5. 
 
7.8 Ligación 
Para incorporar el cDNA que codifica el CCL2 porcino en el plásmido 
pcDNA3.1/V5-His TOPO, y las secuencias que codifican CCL2, CCL19 y CCR7 en el 
plásmido pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO se mezcló el DNA purificado (Ver apartado 7.4) 
con el plásmido correspondiente y con una solución salina suministrada en el kit, 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La mezcla se incubó a TA durante 5 
minutos.  
Para la ligación del cDNA del CCL19 en el plásmido pcDNA-Fc, previamente 
digeridos con XbaI y purificados ambos, se utilizó la Ligasa T4 (Promega, EE.UU.).  
La relación molar inserto:vector varió entre 1:1 y 1:3 y la cantidad de plásmido fue 
de 50 o de 100 ng. La reacción se realizó a 16ºC durante 18 horas, tras lo cual se 
procedió a la transformación de bacterias competentes. 
 
7.9 Transformación de bacterias competentes 
Para llevar a cabo las transformaciones con las diferentes construcciones  se 
descongelaron en hielo bacterias comerciales, químicamente competentes, de la cepa 
Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, EE.UU.), se añadió la mezcla procedente de la 
ligación (2 µl) y se incubó la reacción durante 25 min en hielo. Seguidamente se 
sometieron a un choque térmico durante 30 segundos a 42ºC en baño sin agitación, e 
inmediatamente después  se incubaron en hielo 2 min. Tras añadir a las bacterias 
medio de cultivo SOC (bactotriptona 12 g/l, extracto de levadura 24 g/l, NaCl 0,5 g/l, 
4 ml de glicerol /l, KCl 2,5 mM, MgCl2 2mM) atemperado, se incubaron 1 hora a 37ºC 
en un agitador horizontal (180 rpm). A continuación se sembraron diferentes 
cantidades de las células transformadas en placas de agar Luria Bertani (LB, 
bactotriptona 5 g/l (Becton Dickinson, Francia), extracto de levadura  2,5 g/l (Serva, 
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Alemania), NaCl 5 g/l y agar 15 g/l) con ampicilina (1mg/l), como antibiótico de 
selección y se incubaron durante 18 horas en una estufa a 37ºC.  
7.9.1 Selección de colonias 
Para seleccionar clones de bacterias que contenían el plásmido con el inserto 
correctamente orientado, se aislaron varias colonias resistentes a ampicilina resultantes 
de la transformación, y cada una de ellas se resuspendió en 20 µl de la mezcla de 
reacción para realizar una PCR en las condiciones que se detallan en la Figura 19.  
Según la construcción con la que se hubieran transformado las bacterias, se 
utilizaron  parejas de oligonucleótidos que hibridaban en uno de los extremos del sitio 
de clonaje (5´T7, 3´BGH o 3´GFP) combinados en el inserto con el oligonucleótido 
correspondiente. Las secuencias de estos cebadores aparecen en la Tabla 5. 
 
7.9.2 Extracción y purificación de plásmidos 
Para la purificación de los diferentes plásmidos se utilizó el kit QIAprep Spin 
Miniprep (Qiagen, Alemania), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. A 
partir de cultivos de bacterias de 3 ml en medio LB con 50 µg/ml de ampicilina (Sigma, 
EE.UU) se obtuvieron 30 µl de plásmido con una concentración entre 200 y 400 µg/ml. 
La obtención de grandes cantidades de plásmidos libres de endotoxinas, para la 
inoculación de los cerdos, se realizó con el kit EndoFree Plasmid Giga (Quiagen, 
Alemania), aplicando el protocolo recomendado. A partir de un cultivo de 2,5 l de 
bacterias en medio LB  con 50 µg/ml de ampicilina se obtuvieron aproximadamente 
entre 4 y 7 mg de plásmido. 
 
7.9.3 Secuenciación 
La secuenciación del DNA se realizó en el laboratorio del Servicio 
Interdepartamental de Investigación (Universidad Autónoma de Madrid) o en  
Secugen S.L. (Centro de Investigaciones Biológicas, Madrid). La visualización de los 
datos de secuenciación se realizó mediante el programa informático Chromas 
Oligonucleótido Secuencia TF ºC
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 53.2
BGH reverse TAGAAGGCACAGTCGAGG 55.9
GFP reverse GGGTAAGCTTTCCGTATGTAG 57.1
 
Tabla 5. Secuencias y temperaturas de fusión de los oligonucleótidos utilizados 
para seleccionar las colonias de bacterias positivas 
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(desarrollado por Conor McCarthy en la Universidad Queensland, Australia y 
disponible en Internet en http://www.technelysium.com.au/chromas.html). La 
identidad de las secuencias y la ausencia de mutaciones se comprobaron mediante 
comparación con la secuencia de referencia, usando el programa BLAST y la base de 
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). 
La secuencia de DNA se tradujo a proteína utilizando  el programa Wingen 
(desarrollado por Lars Henning en la Universidad de Friburgo, Alemania y disponible 
en Internet en http://www.biologie.uni-
freiburg.de/data/schaefer/lhennig/winpep1.html).  Y se comprobó que las secuencias 
no contenían ningún codón de terminación y que estaban en fase con la secuencia de la  
GFP, con la de V5-HIS o con la de la porción Fc. 
La presencia de péptido señal se predijo utilizando el servidor SignalP 3.0 de la 
Universidad Técnica de Dinamarca (DTU), aplicando el modelo de predicción 
eucariota HMM (Hidden Markov models). 
 
7.10 Obtención de los clones que expresan de forma estable las proteínas de 
fusión. 
Para expresar las quimioquinas recombinantes fusionadas a GFP o a Fc, se 
realizaron transfecciones de células CHO con los plásmidos descritos utilizando 
LipofectAMINE PLUS Reagent (Invitrogen, EE.UU). Las células se sembraron en 
placas de 6 pocillos (Labclinics, España) con DMEM completo y los cultivos se 
mantuvieron en incubador a 37ºC, 5% de CO2 y ambiente húmedo. Cuando las células 
alcanzaron el 50% de confluencia se llevó a cabo la transfección. Se añadieron 
cantidades de plásmido que variaron entre 200 y 400 ng por pocillo, con  6 μl de Plus 
Reagent en medio de transfección, libre de suero y antibióticos, y se incubaron durante 
15 minutos  a TA. A continuación, se añadió a la mezcla 4 μl de lipofectamina diluida 
en este mismo medio hasta un volumen total de 1ml. Después de 15 min de incubación, 
los complejos DNA/lipofectamina se añadieron a las células. Éstas se cultivaron 
durante 4 horas en estas condiciones, transcurridas las cuales se suplementó el medio 
con 5% de SFB. Pasadas 24 horas se procedió a analizar la expresión de la proteína 
correspondiente. Para ello se realizó un tratamiento de 4 horas con 2 μg/ml de 
monensina (Sigma, EE.UU), con el objeto de inhibir la secreción de la proteína al medio 
extracelular. Pasado ese tiempo, las células se despegaron con PBS con EDTA 10 mM y 
se llevó a cabo el análisis de la expresión de la proteína de fusión mediante citometría 
de flujo. Las quimioquinas fusionadas a GFP son detectadas directamente por 
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citometría. Mientras que para detectar la quimioquina fusionada al Fc de IgG1 
humana, las células fueron permeabilizadas con metanol a -20ºC durante 10 min y 
posteriormente incubadas durante 30 min con el anticuerpo anti-IgG-FITC (Ver Tabla 
3). En todos los casos el control negativo empleado fueron las células CHO no 
transfectadas tratadas de la misma forma.  
Para la obtención de los clones estables, las células transfectadas se mantuvieron 
10 días en cultivo con medio de selección con geneticina (0,8 mg/ml) (Gibco, Gran 
Bretaña). Pasado ese tiempo se comprobó la expresión de las proteínas de interés y se 
obtuvieron clones por dilución límite, en los que se volvió a comprobar la expresión de 
las proteínas. 
7.11 Western-blot y Dot-blot 
Las células CHO transfectadas con los plásmidos se trataron durante 4 horas con 2 
μg/ml de monensina (Sigma, EE.UU). Posteriormente se trataron con tampón de lisis 
(Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, NP40 1%, pH 7,4, 1 mg/ml de BSA, PMSF 1mM y 10 
μg/ml de aprotinina) durante 20 min en hielo.  Tras centrifugar los lisados, se recogió 
el sobrenadante. 
Por otra parte el sobrenadante del cultivo celular, se recogió y  se centrifugó para 
eliminar los restos celulares. 
 Las proteínas, tanto del sobrenadante de cultivo como del lisado celular, se 
mezclaron con tampón de carga 4X (Tris-HCl 0,062M, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, 
azul de bromofenol 0,001%) y se calentaron a 95ºC durante 5 min. Las muestras se 
cargaron en geles SDS-PAGE de diferentes porcentajes de poliacrilamida (Sigma, 
EE.UU.) y se realizó la electroforesis durante 1h y 30 min a 120V. Las proteínas así 
separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, EE.UU.) en tampón 
de transferencia (Tris HCl 25 mM pH 8,3, Glicina 192 mM y 20% de Metanol), a 250 mA 
durante 75 min a 4ºC, mediante electrotransferencia. Los sitios de unión inespecífica de 
las membranas se bloquearon sumergiendo estas en una solución de PBS BSA 3% y 
tween-20 0,2% durante toda la noche a 4ºC (tampón de bloqueo WB). A continuación, 
se lavaron 3 veces con PBS BSA 1%, tween-20 0,2% (tampón de lavado WB) y se 
incubaron durante una hora, con el AcMo anti-GFP-biotina o con el anticuerpo anti-
hIgG-biotina, según la construcción (ver tabla 3). Posteriormente se realizó una 
incubación con estreptavidina conjugada con peroxidasa. La actividad peroxidasa se 
visualizó utilizando el reactivo ECL  (GE Healthcare, Bio-Sciences AB, Suecia). Para 
determinar los pesos moleculares de las bandas específicas, éstas se compararon con 
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marcadores de peso molecular  (Kaleidoscope Prestained Standards, Bio-Rad, EE.UU.) 
cargados en el mismo gel. 
Para los experimentos de Dot-blot los sobrenadantes de las líneas estables se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa utilizando un  aparato de 
microfiltración Bio-Dot (Bio-Rad cat. # 170-6545, EE.UU) conectado a una bomba de 
vacío, tal como recomienda el fabricante. Después de dos lavados con tampón de 
lavado de WB, se siguió el protocolo descrito anteriormente para el bloqueo y revelado 
de la membrana. 
 
7.12 Inmunofluorescencia 
Sobre placas de 24 pocillos se dispusieron cubreobjetos circulares de vidrio, 
previamente esterilizados, y sobre ellos se cultivaron las células de las líneas estables 
de las quimioquinas-GFP. Estas se crecieron en medio DMEM hasta formar una 
monocapa y se trataron con monensina durante 4 horas. Posteriormente se fijaron en 
metanol a –20ºC durante 10 min a. Después de tres lavados en PBS, se incubaron 
durante 30 min a TA con el anticuerpo –GFP-biotina. Posteriormente se lavaron en 
PBS y se añadió estreptavidina-FITC, durante 20 min a TA. Finalmente las 
preparaciones se montaron en medio acuoso FluorSave Reagent (Calbiochem, 
Alemania) para preservar la fluorescencia.  
Las células de la línea de expresión CCR7-GFP se crecieron también sobre 
cubreobjetos  circulares en medio DMEM hasta formar una monocapa al 50% de 
confluencia, se lavaron con PBS, se fijaron en metanol a –20ºC durante 10 min y 
posteriormente se marcaron con Texas-Red X-phalloidin (Invitrogen, EE.UU.) 5 µl 
/pocillo, durante 20 min a TA. Las preparaciones se montaron como en el caso 
anterior.  
 
7.13 Migración celular 
La respuesta migratoria de las PBMCs, de los monocitos y de las células CHO o 
CCR7-GFP se determinó mediante un ensayo de quimiotaxis en cámaras Transwell 
(Corning, Lowell, MA, EE.UU) de 24 pocillos con un filtro de policarbonato de 5μm de 
poro en el caso de las células sanguíneas, y de 8μm en el caso de las líneas celulares. 
Las placas de migración fueron tratadas 18 horas antes de realizar la migración con 100 
μl  de fibronectina  a 20μg/ml. Las células (3,5 x 105 por pocillo) fueron resuspendidas 
en RPMI con 1% BSA y  HEPES 25mM (Medio de migración) y se añadieron a la 
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cámara superior de los pocillos Transwell. Los diferentes estímulos se añadieron a la 
cámara inferior. 
  Después de tres horas de incubación se recogieron las células que habían migrado 
a la cámara inferior. En el caso de las células de la línea celular, los filtros se trataron 
con PBS con EDTA 10 mM, para recuperar las células adheridas a ellos. Las células 
recuperadas se analizaron mediante citometría de flujo. Los ensayos se realizaron al 
menos por duplicado para cada una de las muestras.   Dado que el flujo del citómetro 
puede no ser constante, añadimos en todas las muestras una cantidad fija de 
micropartículas CaliBRITE (BD biosciences, Bélgica), de esta forma,  contando un 
número determinado de microparticulas podemos analizar las células presentes en un 
mismo volumen de todas las muestras, independientemente del flujo. Para confirmar la 
relación lineal entre el número de eventos adquiridos y el número de células totales en 
la muestra, se realizó la  curva patrón que se muestra en la figura 20. 
 
7.14 Purificación de las proteínas de fusión con Fc 
La purificación de las proteínas recombinantes fusionadas al fragmento Fc de IgG1 
humana a partir de sobrenadantes de los clones que las expresan, se llevó a cabo 
mediante cromatografía de afinidad en columnas de proteína A-Sepharosa (GE 
Healthcare, Suecia). La proteína A se hidrató en PBS, se empaquetó en una columna, y 
se equilibró con tampón glicina 1,5M, NaCl 3M, pH 8,9. La muestra, previamente 
diluida ½ en este mismo tampón, se aplicó sobre la columna, eliminándose las 
proteínas no unidas mediante lavados con dicho tampón. Las proteínas de fusión 
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Figura 20. Esquema para calcular el número de células migradas.   
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adsorbidas a la resina se eluyeron con una solución de ácido cítrico monohidratado 
(C6H8O7·H2O) 0,1M pH 3, recogiéndose varias fracciones de 0,5 ml, las cuales se 
neutralizaron con 75μl de Tris-HCl 1,5M pH 8,8 y se cuantificaron por 
espectrofotometría y ELISA. 
También se purificaron las proteínas recombinantes mediante cromatografía de 
afinidad en columnas con una matriz que contiene anticuerpos monovalentes de llama 
frente a la porción Fc de IgG humana (CaptureSelect human affinity matrix, BAC’s 
CaptureSelect, Holanda). Se utilizaron diferentes tampones de elución (Tabla 6) para 
recuperar la proteína, que se recogió en diversas fracciones de 0,5ml. 
 
7.15  Cuantificación de las quimioquinas-Fc 
Las proteínas presentes en los sobrenadantes de cultivo y en las fracciones 
resultantes de las purificaciones mediante cromatografía de afinidad se cuantificaron 
mediante un ELISA puesto a punto en nuestro laboratorio. El protocolo es similar al 
descrito en el apartado 3.2, modificando los anticuerpos utilizados. Las placas se 
tapizaron con 5 µg/ml de un anticuerpo generado en cabra, que reconoce fragmentos 
Fc de IgG humana y las muestras se revelaron con el anticuerpo policlonal de cabra 
anti-hIgG-biotina y posteriormente estreptavidina-HRP. También se estableció una 
curva patrón, en este caso empleando inmunoglobulina humana purificada. 
 
8.    ESTUDIO IN VIVO 
8.1 Estudio del efecto adyuvante de CCL2 en vacunas DNA 
Para el experimento in vivo de vacunación, se utilizaron 15 cerdos large White de 2 
meses de edad. Se formaron 3 grupos de 5 cerdos cada uno: uno fue inmunizado con el 
plásmido de CCL2-GFP coadministrado con el de la ORF7 del virus de SRRP, otro con 
la ORF7 sola y otro con el plásmido pcDNA3.1 vacío. El número de cerdos por grupo 
Buffer pH Composición
Cítrico 2 Ac. Cítrico 0.1M
Glicina/HCl 2 Glicina 0.1M
Glicina / NaCl 2 Glicina 0.1M, NaCl 0,5M
Tris-acetato 7,7 Tris-acetato 0.1M, NaCl 2M
Glicina /NaOH 10 Glicina 0.1M, NaOH
DEA 11 DEA 50mM
 
Tabla 6. Tampones utilizados para eluir la proteína CCL19-Fc 
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es suficiente para poder realizar un análisis estadístico y adecuado para que el número 
total de animales sea manejable en nuestras instalaciones. 
Los cerdos se inyectaron en el músculo dorsal con las diferentes combinaciones de 
plásmidos realizándose tres inmunizaciones con un intervalo de dos semanas entre 
cada una de ellas. Las combinaciones de plásmidos se prepararon en 1ml de solución 
salina, utilizándose 500µg de cada uno de los plásmidos correspondientes. Los 
plásmidos estaban libres de endotoxinas. 
A las semanas 4, 6, 8 y 11, tras la primera inmunización, se tomaron muestras de 
sangre para realizar los ensayos de linfoproliferación. Para determinar la presencia de 
anticuerpos se recogió suero de cada cerdo en las semanas 0, 2, 4, 6, 7, 8 y 11. 
Los animales fueron vacunados con un virus inactivado del SRRP, cepa P120 
(Progesis, Merial laboratorios S.A, España) dos semanas después de la última 
inoculación (semana 6) por vía intramuscular. A cada animal  se le administró 2 ml de 
la vacuna que contenía trazas de gentamicina y excipiente oleoso con poliisobuteno 
hidrogenado como adyuvante.  
 
8.2 Análisis de la proliferación de linfocitos T de los cerdos vacunados  
Los ensayos se realizaron por cuadriplicado, para ello, las células (3X105 PBMCs) 
se  incubaron con diferentes cantidades de virus del SRRP (cepa 5710), (MOI de 0,7 
hasta 0,0008).  
Las células se mantuvieron en cultivo en un incubador a 37ºC, 5% de CO2 y 
ambiente húmedo durante 4 días y posteriormente se pulsaron con 1 μCi por pocillo de 
3H-timidina (Perkin Elmer, EE.UU).  La incorporación de 3H-timidina se determinó 18 
horas después en un contador de centelleo microbeta2 Plate Counter (Perkin Elmer, 
Finlandia), después de haber procesado las placas en un ―FilterMate Cell Harvester‖ 
(Perkin Elmer, EE.UU).  
 
8.3 Estudio de la respuesta humoral 
Para la obtención de los sueros, la sangre de los animales se mantuvo 24 horas a 
4ºC para favorecer la formación del coágulo. Después se centrifugó 15 minutos a 250 x 
g y se recogieron los sueros. La presencia de anticuerpos específicos frente a la 
nucleoproteína del virus del SRRP en esos sueros se determinó por ELISA. Para ello se 
utilizaron placas tapizadas con la proteína N del virus (Ingenasa, España) a las que se 
añadieron diferentes diluciones de los sueros procedentes de los distintos cerdos. 
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Después de una hora de incubación a 37ºC y tras varios lavados se  añadieron los 
anticuerpos secundarios específicos para Igs de cerdo 
Para la detección de IgG total en los sueros, el anticuerpo, el tampón de lavado y la 
solución sustrato utilizadas fueron las proporcionadas por el kit Ingezim PRRS Europa 
(Ingenasa, España). La incubación con el anticuerpo fue de 45 min a TA mientras que el 
revelado se realizó durante 15 min a TA y se midió la D.O a una longitud de onda de 
405 nm.  
Para realizar la determinación de los isotipos de los anticuerpos frente a la 
nucleoproteína, se utilizaron anticuerpos frente a IgG1 e IgG2 porcinos (ver tabla 3). 
Estos anticuerpos están marcados con peroxidasa o con biotina. En este último caso es 
necesaria una incubación adicional con estreptavidina peroxidasa (Pierce, EE.UU). Las 
incubaciones se realizaron durante 1 hora a TA, y tanto los sueros como los anticuerpos 
se diluyeron en PBS con BSA 0,1% y Tween-20 0,5%.  
Para el revelado se utilizó OPD, de la manera descrita en el apartado 3.2  
Como control negativo se empleó tampón de dilución. 
Los datos obtenidos se expresan como D.O. 
 
9.    DETECCIÓN POR RT-PCR DE LA EXPRESION  DEL RNA 
DE LOS RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS EN 
SUBPOBLACIONES DE MONOCITOS. 
A partir del RNA aislado de los PBMC, los monocitos y las poblaciones celulares 
aisladas se obtuvo el cDNA correspondiente según los protocolos descritos en los 
apartados 7.1 y 7.2. Los cDNA obtenidos se usaron como dianas para la detección por 
PCR de los distintos receptores de quimioquinas. Las parejas de oligonucleótidos 
empleadas en las diferentes PCR fueron diseñadas usando el programa Primer 3 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) a partir de 
secuencias disponibles en la base de datos Genebank. Las secuencias de los cebadores, el 
tamaño de los productos amplificados y las condiciones empleadas para cada 
secuencia (TAN y concentración de Mg2+) se muestran en la tabla 7.  
Todas las parejas de oligonucleótidos fueron diseñadas a partir de secuencias 
porcinas (mRNA) disponibles en las bases de datos, a excepción de CXCR3 y de 
CX3CR1 cuyos cebadores se diseñaron en zonas conservadas de las secuencias de genes 
homólogos humanos. En el caso del CCR4 se hizo a partir de una secuencia EST 
porcina con alta homología. Los números de acceso de las secuencias utilizadas se 
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indican en la tabla 7. La especificidad de los productos de PCR se confirmó mediante 
secuenciación del DNA. 
 
 
El estado de cada cDNA se normalizó en relación al amplificado usando como 
referencia cebadores para las secuencias de la β-actina y la GADPH (Tabla 8). Se 
eligieron estos dos genes por su gran estabilidad en numerosos tejidos (Nygard, AB et 
al. 2007). 
 
Para cada pareja de oligonucleótidos se determinó empíricamente la cantidad de 
MgCl2 (entre 0,5 y 2 mM) y se optimizaron las condiciones de la PCR (Figura 21), 
Receptor Oligos Secuencia TANºC
Producto 
(pb)
[Mg++] mM
Número acceso 
Gen bank
CCR4*
CCR4F CTCCCTGAGAGCAAGGAC
52
712 1 BF081124 
CCR4R CTCCAGGAAGAGCACCAC
CCR7*
CCR7F GGCTCAAGACCATGACCGAC
364 0.5 AB090356
CCR7R CCGATGAAGGCGTACAAG
CX3CR1*
CX3CR1 CAACAGCAAGAAGCCCAAG
612 0.5 BC028078
CX3CR1 AGCAGGGGGAGTAGGAAG
CXCR3h*
CXCR3HF GCCCTCTTCAACATCAACTTC
444 1.5 BC034403 
CXCR3HR CAGCATCCACATCCGCTC
CCR1
CCR1F AAGGGCTATGATGCAACCAC
53 504 0.5 AB119268.1 
CCR1R CTGGGTCTTGGAAAAGTGGA
CCR2
CCR2F TTGTGTGACCCAAGAGAGACTTAG
58 529 1.5 AB119271.1 
CCR2R GTTACAGCCAAACCATCCTAAAGC
CCR5
CCR5F GCAATGAGAAGAAGAAGCACAAGG
55 493 1 AB119272.1 
CCR5R GGAGCAGATGCCAAACGGATAG
CCR6
CCR6F CTGGTGACGGCCGTCAACCTG
60 191 2 DQ991099.1 
CCR6R TTCACACACCACAGGTCTTTCATGATC
CXCR1
CXCR1F TCCACCACCCCTTTTGAGTA
52 365 1 NM_001001622.1 
CXCR1R GACAGGTAGCGATGGATGGT
CXCR4
CXCR4F TTACACAGAGGATGACTTGGGCTC
57 707 0.5 AB116560.1 
CXCR4R GGATGAGGATAACGGTGGTTT TG
 
Tabla 7.  Oligonucleótidos empleados para la amplificación de las distintas 
secuencias. * (Alvarez, B et al. 2006).  
 
Oligos Secuencia TAN ºC Producto 
(pb)
[Mg++] mM
GADPH
GDPH-F CCATCACCATCTTCCAGGAGCGAG
55 285 0.5
GDPH-R AAGTTGTCATGGATGACCTTGGCCA
β-ACTINA
BACTIN-F TGCTGTCCCTGTACGCCTCTG
55 220 2
BACTIN-R ATGTCCCGCACGATCTCCC
 
Tabla 8.  Oligonucleótidos empleados para la amplificación de las secuencias de β-
actina y de GADPH, para la normalización del cDNA.  
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empleándose una TAN 5ºC menor a la TF más baja de cada pareja de oligonucleótidos. 
Todas las amplificaciones se llevaron a cabo usando la DNA polimerasa DyNAzyme II 
y 10 picomoles de cada oligonucleótido.  
        
Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de 
agarosa tal como se explica en el apartado 7.4 
 
10.    UNIÓN DE LAS QUIMIOQUINAS A SUS RECEPTORES 
10.1 Unión de CCL2-GFP 
El análisis de la capacidad de unión de la molécula quimérica CCL2-GFP a su 
receptor se realizó por citometría de flujo. Las PBMC o los monocitos (2,5x105 
células/pocillo) se lavaron en TC y se incubaron durante 30 minutos en hielo con 
distintas diluciones de sobrenadante de la línea que expresa CCL2-GFP. Después de 
dos lavados las células se incubaron con un anticuerpo anti-GFP conjugado con Alexa-
488 (Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU). Finalmente se lavaron y se fijaron con TF 
para su análisis. 
Para caracterizar las poblaciones que unen CCL2, las PBMC o los monocitos 
separados se incubaron con 50μl/pocillo de sobrenadante de la línea CCL2-GFP. 
Después se realizaron marcajes dobles o triples con los anticuerpos -CD14 (Tabla 3), 
-CD163, -SLA-II y -CD172a (Tabla 2) como se indica en el apartado 4.2.  
Para comprobar la especificidad de unión de CCL2-GFP, se incubaron las PBMC 
con 50μl/pocillo de sobrenadante de InvCCL2-GFP o 50μl/pocillo de sobrenadante de 
CCL2-V5-HIS durante 30 minutos a 4ºC. Posteriormente se incubaron con el 
sobrenadante de CCL2-GFP durante 30 minutos a 4ºC y se reveló con un anticuerpo 
anti-GFP conjugado con Alexa-488. Como control negativo de fluorescencia se utilizó 
 
Figura 21.  Condiciones de PCR para la 
amplificación de las secuencias de los 
receptores de quimioquina 
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InvCCL2-GFP sin posterior marcaje con CCL2-GFP. Finalmente las células se lavaron y 
se fijaron con TF. 
 
10.2 Unión de CCL19-Fc 
El estudio de la unión del CCL19-Fc a su receptor se realizó por citometría de flujo. 
Las PBMC, los monocitos y las células CHO y CCR7-GFP (2,5x105 células/pocillo) se 
incubaron con 25μl de TC con 10% de SC, con objeto de bloquear los receptores para Fc 
de las células. Posteriormente se eliminó el SC y se realizó el protocolo de marcaje con 
varios colores, descrito en el apartado 4.2.  Después de dos lavados, las células se 
incubaron con  30 μl de proteína CCL19-Fc a una concentración de 10 μg/ml durante 
45 minutos a 4ºC y se reveló con  un anticuerpo anti-IgG humana conjugado con 
biotina y estreptavidina-PerCP. Finalmente se lavaron y se fijaron con TF para su 
análisis. 
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1. EXPRESIÓN DE LOS GENES DE RECEPTORES DE 
QUIMIOQUINAS EN SUBPOBLACIONES DE MONOCITOS 
PORCINOS  
Las diferentes poblaciones de leucocitos difieren en sus capacidades 
migratorias y en los receptores de quimioquinas que expresan, que también 
pueden ser utilizados como marcadores para clasificar estos tipos celulares. En el 
cerdo, basándonos en la expresión de CD14 y SLA-II podemos dividir a los 
monocitos en tres subpoblaciones principales: CD14altSLA-IIˉ, CD14+SLA-II+ y 
CD14ˉSLA-II+ (Chamorro, S et al. 2000), que corresponden a un  hipotético modelo 
de maduración donde las células CD14altSLA-IIˉ serían las más inmaduras y las 
CD14ˉSLA-II+ representarían un estado de mayor maduración. A su vez, estas dos 
subpoblaciones extremas en nuestro modelo, difieren en la expresión de CD163, 
siendo las más inmaduras CD163ˉ y las más maduras CD163+. Para analizar el 
nivel de la expresión de los genes de los distintos receptores de quimioquinas en 
estas subpoblaciones de monocitos sanguíneos, se diseñaron oligonucleótidos, 
según lo descrito en ―Material y métodos‖, y se extrajo el RNA de las poblaciones 
CD14altSLA-IIˉCD163ˉy CD14ˉSLA-II+CD163+, aisladas mediante separación 
magnética. 
 1.1 Separación de las poblaciones CD14altSLA-IIˉCD163ˉ y CD14ˉ SLA-II+ 
CD163+. 
 
 PBMC totales Linfocitos Monocitos
 
Figura 22. En la parte superior, se muestran los diagramas de puntos según los 
parámetros de FSC vs SSC correspondiente a PBMC totales, linfocitos y 
monocitos. En la parte inferior, se muestran los histogramas con los perfiles de 
expresión de CD172a de las tres poblaciones celulares.  Experimento 
representativo de diez separaciones con distintos donantes.  
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A partir de sangre de cerdos sanos, se obtuvieron las PBMC para separar los 
monocitos. Estos (entre el 16 y 35%, dependiendo del animal) se obtuvieron 
mediante la eliminación de los linfocitos, utilizando una mezcla de anticuerpos 
frente a CD3, CD8α y CD45RA. En la figura 22 se muestra un perfil representativo 
del FSC (asociado al tamaño) y SSC (asociado a la complejidad celular) de las 
PBMC, de los linfocitos y de los monocitos, estos últimos ligeramente mayores que 
los linfocitos. La pureza de los monocitos se comprobó por citometría de flujo 
mediante el marcaje con un anticuerpo anti-CD172a de las células separadas. Este 
anticuerpo tiñe células de la línea mielomonocítica porcina (Alvarez, B et al. 2000). 
En todos los casos la riqueza de los monocitos fue superior al 95% (Figura 22).   
 
 
Figura 23. Aislamiento de los monocitos CD14altSLA-IIˉCD163ˉ. Diagrama de 
puntos mostrando los parámetros de FSC vs SSC e histogramas mostrando la 
expresión de los marcadores indicados en las diferentes subpoblaciones. Las 
células se separaron según la expresión de CD163 y SLA-II, revelando los 
dos anticuerpos con el mismo anticuerpo secundario. Experimento 
representativo de diez separaciones celulares.  
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 A partir de los monocitos enriquecidos se realizó la separación posterior de las 
dos subpoblaciones: CD14altSLA-IIˉCD163ˉ y CD14ˉSLA-II+CD163+. Los  monocitos 
se  incubaron con AcMo frente a CD163 y SLA-II para realizar una selección 
negativa, comprobándose que las células resultantes eran CD163ˉ y SLA-IIˉ y 
ligeramente más pequeñas. Posteriormente se constató que dichas células eran 
CD14+, mediante un marcaje simple (Figura 23). Para realizar las separaciones 
celulares y las tinciones para el análisis por citometría se utilizó el AcMo anti-CD14 
Tük-4, que es un anticuerpo generado frente al CD14 humano, que reacciona de 
forma cruzada con la especie porcina y que nos permite distinguir células Tük4+ 
(que consideramos como CD14+) y Tük4ˉ (que consideramos como CD14ˉ). 
 
 
Figura 24. Aislamiento de los monocitos CD14ˉCD163+. Diagramas de puntos 
mostrando los parámetros FSC vs SSC de las diferentes subpoblaciones. 
Histogramas mostrando el perfil de expresión de los marcadores.  Experimento 
representativo de al menos diez separaciones celulares.  
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 Para el aislamiento de la población CD14ˉSLA-II+CD163+ se realizó una 
eliminación de las células CD14+ a partir de los monocitos enriquecidos. 
Posteriormente se realizó una selección positiva de las células CD163+  a partir de 
las células CD14ˉ y se comprobó por citometría de flujo que efectivamente las 
células eran CD14ˉ y CD163+ (Figura 24).  
Después de cada separación se realizaron marcajes simples para comprobar el 
fenotipo celular (Figura 25). Las dos poblaciones estudiadas expresaron CD172a. 
No se observó en ninguna de las separaciones expresión intermedia de CD14, lo 
que hubiera significado contaminación con la población intermedia (CD14+SLA-
II+). Todos los histogramas presentan un solo pico (unimodales) por lo que 
podemos considerar que las poblaciones son homogéneas.  
 
Las células aisladas de las dos poblaciones CD14altSLA-IIˉCD163ˉ y CD14ˉ SLA-
II+CD163+ fueron fijadas y se analizaron por microscopía electrónica (figura 26). La 
población CD14altSLA-IIˉCD163ˉ estaba formada en su mayoría por  células de 
forma redondeada, núcleo igualmente redondeado y central, con abundantes 
vesículas en el citoplasma y menor número de organelas, consistente con células de 
aspecto inmaduro. Algunas células presentaban un incremento del retículo 
endoplásmico rugoso, que estaba evidentemente dilatado y abundantes lisosomas. 
El 30% aproximadamente de las células mostraba un aspecto alongado con 
procesos típicos de células dendríticas.  
 
 
 
Figura 25. Histogramas representativos del fenotipo de las dos poblaciones 
separadas. 
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Las células que formaban la población CD14ˉSLA-II+CD163+ eran de núcleo 
central lobulado o en algún caso bilobulado. En muchas de ellas se distinguían 
procesos típicos de células dendríticas. Los citoplasmas mostraban organelas 
reconocibles, destacando mitocondrias de aspecto redondeado, retículo 
endoplásmico y abundantes lisosomas y vesículas. En estas últimas destacaba la 
presencia de contenido, que podría corresponder a cierta actividad fagocítica.  
 
1.2 Análisis por RT-PCR de los genes de receptores de quimioquinas en las 
poblaciones CD14altCD163ˉSLA-IIˉ y CD14ˉCD163+SLA-II+ de monocitos. 
A partir de las poblaciones separadas, se realizó la extracción de RNA total, tal 
como se describe en ―Material y métodos‖, y se realizaron PCRs utilizando 
cebadores específicos para los receptores de quimioquinas (tabla 7).  
La expresión de CCR2, CXCR4 y CX3CR1 fue diferente en las dos poblaciones 
estudiadas (Figura 27). Los transcritos de CCR2 y CXCR4 fueron claramente 
detectados en la población CD14altSLA-IIˉCD163ˉ pero no se detectaron, o se hizo 
en muy bajos niveles en la población CD14ˉSLA-II+CD163+. Por otra parte la 
expresión de mRNA de CX3CR1 fue negativa en las células CD14altCD163ˉSLA-IIˉ 
y positiva en las células CD14ˉCD163+SLA-II+. Las dos poblaciones expresaron 
niveles similares de mRNA del receptor CCR5. El mRNA de CCR7 se detectó 
claramente en la población de monocitos totales, pero su expresión fue negativa o 
CD14alt SLA IIˉCD163ˉ CD14ˉSLA II+CD163+
 
Figura 26. Microfotografías electrónicas de células representativas de las dos 
poblaciones separadas. Fotomicrografías obtenidas por las Dras. Carolina 
Rodríguez-Cariño y María Montoya, Unidad de Inmunología, Centro de 
investigación en sanidad animal (CRESA), Barcelona, España. 
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Figura 27. Expresión de los 
genes de los diferentes 
receptores de quimioquinas en 
PBMC, monocitos, y en las 
poblaciones de monocitos 
separadas. Los productos de 
PCR fueron analizados en geles 
de agarosa al 1%.  Como 
controles cualitativos y 
cuantitativos de RNA se 
utilizaron GADPH y β-actina,  
Experimento representativo de 
al menos tres realizados con 
diferentes donantes.   
muy baja en las dos poblaciones separadas. La expresión de los tránscritos de 
CXCR1 y de CCR6 fue muy débil o indetectable, tanto en la población de 
monocitos totales como en las dos poblaciones separadas.  
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2.  ESTUDIO DE LA UNIÓN DE QUIMIOQUINAS PORCINAS 
A LAS SUBPOBLACIONES DE MONOCITOS. 
 
En un paso posterior en el estudio de las distintas subpoblaciones de monocitos 
porcinos desde el punto de vista de sus receptores de quimioquinas, decidimos 
clonar alguno de sus ligandos, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por 
PCR, las secuencias de que podíamos disponer y la relevancia de los mismos. En 
concreto se abordó la clonación de CCL2, ligando de CCR2; y de CCL19 y CCL21, 
ambos ligandos de CCR7.  
 
2.1 CCL2 
Los resultados de RT-PCR mostraron que las dos subpoblaciones CD14altSLA-
IIˉCD163ˉ y CD14ˉSLA-II+CD163+ expresaban un patrón diferente de genes de 
receptores de quimioquinas, siendo la primera CCR2+CX3CR1ˉ y la segunda 
CCR2ˉCX3CR1+. Por ello quisimos estudiar más a fondo la expresión de este 
receptor en las subpoblaciones de monocitos. 
2.1.1 Clonación de CCL2. 
La secuencia de CCL2 porcino (número acceso de GenBank: NM_214214) se 
clonó en dos plásmidos diferentes para poder expresar la quimioquina fusionada a 
GFP y a V5-HIS.  Para ello se  extrajo RNA de los monocitos CD172a+ obtenidos 
por aislamiento inmunomagnético. La secuencia 
se amplificó con oligonucleótidos específicos 
que contenían uno el codón de inicio y otro el 
codón de terminación para obtener el fragmento 
que contenía la secuencia codificante completa. 
Dicho fragmento (328 pb) se purificó (Figura 28) 
y se clonó en el plásmido pcDNA3.1. A esta 
construcción la denominamos pCCL2-CDS. 
Posteriormente la secuencia codificante de la 
quimioquina se subclonó en los plásmidos pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO y 
pcDNA3.1/V5-His-TOPO, utilizando oligonucleótidos  específicos para obtener las 
proteínas de fusión con GFP (CCL2-GFP) y con V5-HIS (CCL2-V5-HIS) (Figura 29) 
y así poder detectar la quimioquina por medio de estos marcadores, ya que no 
Gln SWC3+
tb 6+7 tb1+2+3+4
2    1            2 l
300
090519CCL2b.jpg (2”)
300pb
Gln SWC3+
tb 6+7 tb1+2+3 4
2    1    2 l
300
09051 CCL2b.jpg (2”)
 
Figura 28. Purificación 
del fragmento de PCR de 
la secuencia codificante 
de CCL2. 
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disponíamos de anticuerpos frente al CCL2 porcino. La fidelidad, orientación y la 
fusión con GFP y V5-HIS se comprobó mediante secuenciación. 
También se obtuvieron plásmidos con la secuencia codificante de la 
quimioquina en orientación inversa (InvCCL2-GFP), que nos sirvieron para obtener 
el control negativo.  
 
2.1.2 Expresión de CCL2. 
Una vez obtenidos los plásmidos que contenían las secuencias de las proteínas 
de fusión, se estableció una  línea celular estable que expresaba la quimioquina 
CCL2 fusionada a GFP. Para ello se realizó una transfección con el plásmido 
pCCL2-GFP y posteriormente dos rondas de clonación por dilución límite. La 
expresión de la proteína de fusión se comprobó mediante citometría de flujo  y por 
fluorescencia (figura 30).  
 
Figura 29. Subclonación de la quimioquina CCL2 en los plásmidos 
pcDNA3.1/V5-His-TOPO y pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO. La secuencia de CCL2 
se amplificó como se explica en material y métodos.  
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Para observar la expresión de la quimioquina las células transfectadas se 
trataron con monensina. Esta droga bloquea la secreción de proteínas e induce  la 
acumulación de las mismas en el interior celular. De esta forma es posible observar 
directamente la fluorescencia de la GFP, obviando la necesidad de marcar las 
células. Por inmunofluorescencia se observó que su expresión era citoplásmica con 
cierta acumulación perinuclear. Mediante western-blot también se comprobó la 
presencia de la quimioquina fusionada a GFP, tanto en un lisado celular como en el 
sobrenadante de cultivo (Figura 30C). Además de la banda de 38 kDa, 
correspondiente a la proteína de fusión CCL2-GFP se observó una banda de peso 
molecular de 26 kDa, que coincide con el peso de la proteína GFP. Esta banda 
presentó una densidad similar a la de la proteína de fusión y se detectó tanto en el 
lisado celular como en el sobrenadante de cultivo. 
 
 
 
Figura 30. A) Histogramas que representan la expresión a las 24 horas de la 
transfección en células CHO y en el clon estable de la quimioquina fusionada a 
GFP (línea verde). Como control negativo se utilizaron células CHO sin 
transfectar (línea gris).  B) Inmunofluorescencia de la línea celular CCL2-GFP. 
C) Western-blot de la expresión de la proteína de fusión en el sobrenadante (Sb) 
y en el lisado. Las proteínas se separaron en un gel de acrilamida/bisacrilamida 
al 12% en condiciones reductoras. Revelado mediante anti-GFP-biotina y 
estreptavidina-HRP. Pesos moleculares: CCL2-GFP: 38kDa; GFP: 26kDa. 
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2.1.3 Funcionalidad y especificidad de CCL2. 
Para valorar la actividad quimiotáctica de la proteína de fusión CCL2-GFP, se 
realizaron ensayos de quimiotaxis sobre PBMC, utilizando el sobrenadante de la 
línea estable. Los datos están expresados como ―índice de migración‖, que es el 
cociente entre el número de células que migran con el estímulo quimiotáctico y las 
células que migran frente al control (figura 31). La quimioquina mostró actividad 
quimiotáctica dependiente de dosis, perdiéndose el efecto con una dilución 1/50. 
No se observó la inhibición que a veces se produce con concentraciones altas de 
quimioquina.  
 
La quimioquina CCL2 se identificó en humanos como un potente agente 
quimiotáctico de monocitos (Deshmane, SL et al. 2009). Para estudiar el efecto de 
nuestra quimioquina sobre este tipo celular, se realizaron ensayos de quimiotaxis 
con  PBMC y se analizaron las células que respondían marcándolas con un 
anticuerpo anti-CD172a. Consideramos monocitos a las células CD172a+ y 
linfocitos a las CD172aˉ (Figura 32). 
Como referencia se ha utilizado la quimioquina CXCL12 que es una 
quimioquina homeostática, cuyo receptor CXCR4 se expresa tanto en monocitos 
como en linfocitos. Se calculó el porcentaje de monocitos dentro de las células 
totales que respondieron a las quimioquinas. Del total de las células que 
respondieron a CCL2, más del 75% eran  CD172a+. Mientras que  el porcentaje de 
células CD172a+ y CD172aˉ que migró en respuesta a CXCL12 fue similar (44% 
frente a 56%). Dado que en la población inicial de PBMC la proporción de células 
CD172a+ era del 20%, observamos un aumento de monocitos, de tres a cuatro veces, 
 
Figura 31. Ensayo de quimiotaxis en PBMC usando la quimioquina 
recombinante CCL2-GFP. El histograma representa el índice de migración 
celular. Como control negativo se utilizó sobrenadante de células CHO 
transfectadas con el plásmido InvCCL2-GFP. Experimento representativo de 6 
realizados con diferentes donantes. 
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en la población que migra hacia CCL2 respecto al control, confirmando la actividad 
quimiotáctica de CCL2 sobre monocitos. 
 
Por citometría de flujo también se comprobó que la quimioquina CCL2-GFP se 
une a PBMC, mayoritariamente a monocitos. No se detectó unión cuando se usó el 
sobrenadante de células transfectadas con el InvCCL2-GFP (Figura 33). Para 
demostrar la especificidad de la unión de CCL2-GFP, se realizaron una serie de 
experimentos de bloqueo. Los PBMC se incubaron con sobrenadante de células 
CHO transfectadas con CCL2-V5-HIS o con sobrenadante de células CHO sin 
transfectar y posteriormente con sobrenadante de CCL2-GFP. CCL2-V5-HIS 
bloqueó un 50% de la unión de CCL2-GFP, mientras el control InvCCL2-GFP no se 
unió a las células (Figura 33). 
  
 
Figura 32. A) Porcentaje de monocitos en relación a las células totales que 
respondieron a las quimioquinas CCL2 y CXCL12. Como control negativo se 
utilizó sobrenadante de células CHO transfectadas con el plásmido InvCCL2-
GFP. B) Respuesta de los linfocitos y monocitos a CCL2 y CXCL12. Las células 
que habían migrado se recogieron y se marcaron con un AcMo frente a 
CD172a. En el histograma se representa el índice de migración. Media de 5 
experimentos realizados. 
Figura 33. Bloqueo de la unión de CCL2-GFP en monocitos (R1) por CCL2-V5-HIS. 
3x105 PBMC fueron incubados con 50μl de sobrenadante  de la construcción CCL2-
V5-HIS (línea negra continua) o un sobrenadante control (línea azul) y 
posteriormente con 50μl de sobrenadante con CCL2-GFP. La GFP se detectó 
mediante anti-GFP conjugado con Alexa 488. Como control negativo se utilizó 
InvCCL2-GFP  (línea negra punteada). Las tinciones se realizaron sobre los PBMC, 
delimitando la región de monocitos mediante el marcador CD172a (histograma en 
rojo). MIF: media de intensidad de fluorescencia. 
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2.1.4 Respuesta de subpoblaciones de monocitos a CCL2.  
El receptor CCR2 se ha utilizado en humano y ratón para distinguir 
subpoblaciones de monocitos sanguíneos. Dado que la expresión del mRNA de 
CCR2 varió entre  las subpoblaciones de monocitos estudiadas, analizamos si esa 
variación se correspondía con una respuesta migratoria diferente de las 
poblaciones de monocitos a la quimioquina. Para ello se  estudió el fenotipo de los 
monocitos que migraban en respuesta a CCL2-GFP. 
 
Utilizando monocitos enriquecidos se realizaron experimentos de migración. 
Las células de los experimentos de quimiotaxis se recuperaron y se realizaron 
dobles marcajes con los AcMo anti-CD14 (Tük4) y anti-SLA-II. La mayoría de las 
células que migraron en respuesta a CCL2-GFP resultaron ser monocitos 
CD14altSLA-IIˉ. También se detectó un porcentaje significativo de células 
CD14+SLA-II+, pero no se detectó respuesta de la población  CD14ˉSLA-II+ (Figura 
34). 
Para descartar un cambio fenotípico de las células respondedoras por efecto del 
CCL2, se analizó el efecto de esta quimioquina en la expresión de los marcadores 
CD14 y SLA-II en monocitos cultivados en recipientes de teflón, que es un material 
no adherente que no altera el fenotipo celular. Tras 3 horas de incubación en estas 
condiciones, no se observaron diferencias en la expresión de estos marcadores 
entre las células tratadas con CCL2-GFP y las tratadas con sobrenadante de células 
transfectadas con la construcción invertida control. Además, y de manera 
 
Figura 34. Respuesta de las subpoblaciones de monocitos sanguíneos a CCL2-
GFP. Dobles marcajes de los monocitos con los AcMo anti-CD14 y anti-SLA-II 
de las células antes de la migración (1), en las células que no migraron (2) y en 
las células que migraron (3). Experimento representativo de 4 experimentos 
realizados con diferentes donantes. Las cifras en los cuadrantes corresponden a 
los porcentajes celulares. 
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consistente, por tinción con IP, observamos una mejor viabilidad de las células 
incubadas en presencia de la quimioquina (Figura 35). 
 
Las poblaciones de monocitos estudiadas se pueden caracterizar también de 
acuerdo a la expresión de CD163. En concreto, la población intermedia CD14+SLA-
II+ se puede subdividir en dos: CD14altSLA-IIbaCD163ˉ y CD14baSLA-II+CD163+. 
Para caracterizar en más detalle el fenotipo de las células que responden a CCL2, se 
estudió en ellas la expresión de CD163, realizándose dobles marcajes con el 
anticuerpo anti-CD14 (Figura 36). 
La mayoría de las células que migraron en respuesta a CCL2-GFP mostraban un 
fenotipo CD14altCD163ˉ. También se detectó respuesta de la población intermedia 
CD14+CD163+, mientras que la población  CD14ˉCD163+ no migró. 
 
Figura 35. A) Diagramas de puntos de los parámetros  FSC vs SSC de los 
monocitos cultivados en presencia de Inv-CCL2-GFP y CCL2-GFP. Se 
identificaron los monocitos no viables mediante tinción con IP (marcados en 
rojo) y se excluyeron del análisis posterior B) Efecto del CCL2 sobre la 
expresión de SLA-II y CD14. Los monocitos se  cultivaron durante 3 horas a 
37ºC en recipientes de teflón en presencia de sobrenadantes de células CHO 
transfectadas con CCL2-GFP o con Inv-CCL2-GFP y se realizaron dobles 
marcajes con los AcMo anti-CD14 (Tük4) y anti-SLA-II.  
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2.1.5 Unión de CCL2 a las subpoblaciones de monocitos. 
Dado que encontramos diferentes respuestas migratorias de las poblaciones de 
monocitos, quisimos estudiar la unión de CCL2 a las subpoblaciones de monocitos 
CD14altSLA-IIˉ, CD14+SLA-II+ y CD14ˉSLA-II+. Para ello se realizaron marcajes 
utilizando los AcMo anti-CD172a, anti-CD14 (Tük-4) y anti-SLA-II. 
De acuerdo con la expresión de CD172a y con las características de FSC/SSC, se 
determinó la región de monocitos donde se analizó la unión de CCL2-GFP en las  
diferentes subpoblaciones, definidas por la expresión de CD14 y SLA-II (Figura 37). 
Los monocitos CD14atlSLA-IIˉ y CD14+SLA-II+ mostraron una unión similar de la 
quimioquina CCL2-GFP. En la subpoblación de monocitos CD14ˉSLA-II+ no se 
observó unión de la quimioquina.  
Los porcentajes de células de las poblaciones CD14alt SLA-IIˉ, CD14+SLA-II+ y 
CD14ˉSLA-II+ variaron de unos experimentos a otros.  Estos análisis se realizaron 
en cerdos de diferentes edades sin que se encontraran diferencias relacionadas con 
la edad del animal.   
 
Figura 36. Respuesta de las subpoblaciones de monocitos sanguíneos a CCL2-
GFP. Diagramas de densidad mostrando los marcajes con los anticuerpos anti-
CD14 y anti-CD163 de las células antes de la migración (1), en las células que 
no migraron (2) y en las células que migraron (3). Las cifras corresponden a los 
porcentajes de células en las regiones representadas. Los resultados son 
representativos de 3 experimentos independientes realizados con diferentes 
donantes. 
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2.2 CCL19 y CCL21. 
En los experimentos de expresión de receptores de quimioquinas pudimos 
detectar el transcrito de CCR7 en la población de monocitos totales, pero no en las 
dos poblaciones extremas en nuestro modelo de maduración (CD14altSLA-
 
Figura 37. Unión de CCL2-GFP a las distintas subpoblaciones de monocitos 
porcinos.  Los PBMC se incubaron con sobrenadante de la línea de expresión de 
CCL2-GFP y las células positivas se revelaron con un anticuerpo anti-GFP 
conjugado con Alexa-488. Luego se realizó un doble marcaje con anti-CD14 
(Tük4) y anti-SLA-II. Los histogramas en gris representan el control negativo de 
fluorescencia (monocitos incubados con el sobrenadante de células CHO 
transfectadas con el InvCCL2-GFP). Experimento representativo de 5 
experimentos realizados con donantes diferentes.   
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Figura 39. Purificación 
del fragmento de PCR 
de CCL19-GFP 
IIˉCD163ˉ y CD14ˉSLA-II+CD163+). Para profundizar en el estudio de los receptores 
de quimioquinas en las poblaciones monocíticas decidimos estudiar los ligandos 
del receptor CCR7, CL19 y CCL21. 
 
2.2.1 Clonaje de CCL19 y CCL21. 
El clonaje de la quimioquina porcina CCL21 en el plásmido pcDNA3.1/CT-
GFP-TOPO fue realizado en trabajos anteriores de nuestro grupo. (nº acceso Gen 
Bank: AJ585194) 
 
El fragmento correspondiente a la secuencia codificante de la proteína 
porcina CCL19 se amplificó por PCR, utilizando como 
molde la secuencia cedida por el Dr. Uenishi en el 
plásmido pCMVFL3, mediante unos oligonucleótidos 
específicos que nos permitieron subclonar la secuencia 
en el plásmido pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO de tal forma 
que estuviera en fase con la secuencia que codifica la 
GFP, incluida en este plásmido. El fragmento 
amplificado (329 pb), una vez purificado (Figura 39), se 
insertó en el plásmido indicado.  A esta construcción la 
denominamos pCCL19-GFP (Figura 38). La orientación 
y fidelidad de la secuencia, así como la fusión con la secuencia que codifica la GFP 
se comprobó mediante secuenciación.  
 
 
 
 
Figura 38. Esquema del clonaje de CCL19 en el plásmido pcDNA3.1/CT-GFP-
TOPO 
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2.2.2 Expresión de CCL19 y CCL21. 
Utilizando los plásmidos mencionados se transfectaron células CHO y se 
establecieron líneas celulares que expresaban las quimioquinas porcinas CCL19 y 
CCL21 fusionadas a GFP. La expresión de las correspondientes proteínas de 
fusión se comprobó mediante citometría de flujo  y por  inmunofluorescencia, 
mostrando ambas localización citoplásmica (Figura 40).  
 
 
 
La expresión de las moléculas de fusión de estas quimioquinas con GFP se 
comprobó también mediante western-blot, tanto en lisados celulares como en los 
sobrenadantes de cultivo (Figura 41). 
Al contrario de lo ocurrido con la preparación de CCL2-GFP, cuando se reveló 
con un anticuerpo anti-GFP el western-blot de los sobrenadantes y de los lisados 
de las líneas de expresión de CCL19-GFP y CCL21-GFP, en los sobrenadantes no 
apareció la banda de 26kDa, correspondiente el peso de la proteína GFP o lo hizo 
en una proporción mucho menor que la proteína de fusión.  
96.85%
Clones estables Clones establesTransfecciónes transitorias
CCL19-GFP
16.2%
A) B)
98.1%
CCL21-GFP
15.9%
 
Figura 40. A) Histogramas que representan la expresión a las 24 horas de la 
transfección y en los clones que expresan de forma estable las respectivas 
quimioquinas fusionadas a GFP (línea verde). Las células se trataron 
previamente con monensina. Como control negativo se utilizaron células CHO 
sin transfectar (línea gris).  B) Análisis mediante inmunofluorescencia de las 
líneas de CCL19-GFP y CCL21-GFP. Las células se cultivaron hasta alcanzar el 
50% de confluencia en el cultivo celular, se trataron con monensina y se analizó 
la expresión por fluorescencia. 
                                                                                                                  RESULTADOS.                     
~ 81 ~ 
 
 
2.2.3 Funcionalidad 
Para valorar la actividad quimiotáctica de las quimioquinas CCL19 y CCL21, se 
utilizaron sobrenadantes de las líneas generadas y se realizaron ensayos de 
quimiotaxis sobre PBMC. Una vez comprobado que las dos proteínas de fusión 
eran quimiotácticas, se comparó  la actividad de las dos sobre PBMC. Para ello, 
primero se realizó un dot-plot con distintas diluciones de los sobrenadantes para 
normalizar la cantidad de las quimioquinas, eligiéndose la dilución que mostraba 
una intensidad similar de la señal en el dot-plot  (Figura 42). 
 
Como se observa en la figura 42, la intensidad de la señal de CCL21-GFP sin 
diluir es aproximadamente equivalente a la dilución 1/9 de CCL19-GFP, por 
 
Figura 41. Western-blot de los sobrenadantes de las líneas estables que expresan 
las quimioquinas CCL19 y CCL21, fusionadas a GFP.  Las proteínas se 
separaron en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 12% en condiciones 
reductoras. Se reveló con un anticuerpo anti-GFP marcado con biotina y 
posteriormente con estreptavidina-HRP. CCL19-GFP: 39.5kDa; CCL21-GFP: 
42KDa; GFP: 26KDa 
CCL21-GFP
CCL19-GFP
1 1/3 1/9
CHO
1/27
 
Figura 42. Dot-plot de distintas diluciones de los sobrenadantes de las líneas 
de CCL19-GFP y de CCL21-GFP. La membrana se reveló mediante un 
anticuerpo policlonal anti-GFP-biotina y estreptavidina-HRP. 
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tanto, para los ensayos de migración se utilizó esta dilución de CCL19-GFP y el 
sobrenadante sin diluir de CCL21-GFP. También se estudio el efecto 
quimiotáctico de los sobrenadantes sobre linfocitos y monocitos. Para ello se 
realizaron marcajes de las células respondedoras, con el anticuerpo anti-CD172a, 
tal como se ha explicado anteriormente (Figura 43). CCL19 indujo la migración de 
más células, alcanzando un índice medio de migración de 11 frente a 4 con CCL21 
(Figura 43A). No se observaron diferencias significativas en cuanto a la respuesta 
de las poblaciones de monocitos y linfocitos por separado en ninguno de los casos 
(Figura 43B).  
 
2.2.4 Respuesta de subpoblaciones de monocitos a CCL19 y CCL21 
Para estudiar la subpoblación de monocitos que respondía a los ligandos de 
CCR7, se realizaron experimentos de quimiotaxis utilizando monocitos 
enriquecidos. A partir de las células recuperadas de los ensayos, se realizaron 
dobles marcajes con AcMo anti-CD14 y anti-SLA-II. La mayoría de las células que 
migraron en respuesta a CCL19-GFP y CCL21-GFP presentaban un fenotipo 
CD14+SLA-II+, correspondiente a la población intermedia. No se detectó migración 
en la misma medida de las dos poblaciones extremas CD14altSLA-IIˉ  y CD14ˉSLA-
II+ (Figura 44). Tampoco se detectó en ningún caso migración en respuesta al 
control negativo, el sobrenadante de células CHO sin transfectar. Los porcentajes 
de células CD14+SLA-II+, dentro del total de células respondedoras a las dos 
quimioquinas fueron similares, aunque el índice de migración de CCL19 fue 
superior al de CCL21.  
 
Figura 43. Ensayo de quimiotaxis en PBMC usando las quimioquinas CCL19-
GFP y CCL21-GFP. Los histogramas representan el índice de migración. Como 
control negativo se utilizó sobrenadante de células CHO. A) Migración de 
PBMC totales. B) Respuesta de linfocitos y monocitos. Media de 3 experimentos 
realizados con diferentes donantes. 
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2.2.5 Unión de las proteínas recombinantes CCL19-GFP y CCL21-GFP  a PBMC. 
Como ya hemos observado con CCL2-GFP, las quimioquinas se pueden unir a sus 
receptores en las células con afinidad suficiente para poder ser detectadas mediante 
citometría de flujo. Basándonos en este supuesto nos planteamos utilizar los 
sobrenadantes de las líneas de expresión de CCL19-GFP y CCL21-GFP a modo de 
ligando sobre células sanguíneas. Sin embargo, en las condiciones utilizadas no se 
detectó unión de estas quimioquinas a las células sanguíneas. Como control positivo de 
la unión se utilizó CCL2-GFP (Figura 45). 
 
Figura 44: Análisis fenotípico de los monocitos que responden a CCL21-GFP y a  
CCL19-GFP. Diagramas de puntos mostrando los marcajes con anticuerpos anti-
CD14 y anti-SLA-II de las células que no migraron (respuesta negativa) y de las 
células que migraron (respuesta positiva). Como control se utilizó sobrenadante de 
células CHO sin transfectar. Experimento representativo de 3 experimentos 
realizados con diferentes donantes. Los números indican los porcentajes de células 
en cada cuadrante 
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La presencia de ligandos para el receptor CCR7 en la sangre del animal 
donante, puede dar lugar a la ocupación del receptor, impidiendo la unión de 
nueva quimioquina. Para descartar esta posibilidad, las PBMC fueron incubadas en 
medio fresco durante 1 hora a 37ºC, antes de añadir las quimioquinas 
recombinantes, obteniéndose idéntico resultado.  
 
2.2.6 Clonación de CCL19-Fc. 
Con la proteína de fusión CCL19-GFP fuimos capaces de ver migración celular 
pero no unión a su receptor. Consideramos que esto podría deberse a la baja 
concentración de las quimioquinas en el sobrenadante de cultivo. Por ello se 
construyó una nueva proteína recombinante con la quimioquina CCL19 fusionada 
a la porción Fc de IgG1 humana, con objeto de purificarla y concentrarla. Elegimos 
CCL19 entre los dos ligandos de CCR7 porque  mostró un mejor comportamiento 
en los ensayos de migración con  linfocitos y monocitos que la quimioquina CCL21. 
Además se ha descrito que esta quimioquina presenta más afinidad por CCR7 y 
que es capaz de actuar a concentraciones más bajas (Britschgi, MR et al. 2008; 
Yoshida, R et al. 1998b). La fusión con Fc humano posibilita la purificación de la 
proteína de fusión mediante  técnicas clásicas, como las columnas de afinidad de 
proteína A o G,  o por métodos más específicos para inmunoglobulinas humanas, 
que están en constante desarrollo. La fusión con Fc presenta otras ventajas como el  
incremento de la viabilidad y vida media de la proteína e incluso de su producción 
en células de mamífero (Ferrone, CR et al. 2006; Lo, KM et al. 1998), además de 
favorecer la formación de dímeros, (a través del Fc) que es un factor importante 
para la unión de la quimioquina con su receptor (Mellado, M et al. 2001). 
 
Figura 45. Unión de CCL19 y CCL21 a PBMC. Histograma en gris: 
sobrenadante de células CHO sin transfectar. Histogramas coloreados: de las 
distintas quimioquinas-GFP.  
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La secuencia de la quimioquina CCL19 se amplificó con los oligonucleótidos 
específicos que contenían dianas de restricción para la enzima XbaI, utilizando 
como molde la construcción cedida por el Dr. Uenishi (en el plásmido pCMVFL3). 
Se obtuvo un fragmento de 326 pb, que una vez purificado y digerido se introdujo 
en el plásmido pcDNA3.1-Fc mediante digestión y ligación. El análisis 
electroforético de los fragmentos digeridos y purificados se muestra en la figura 46.  
La fidelidad, orientación, así como la fusión con la porción Fc de la IgG1 
humana, se comprobó por secuenciación. La construcción resultante se denominó 
pCCL19-Fc (Figura 47). 
 
 
Figura 47. Esquema del clonaje de la quimioquina CCL19  porcina en fase con la 
porción Fc de IgG1 humana en el plásmido pcDNA3.1.  
Figura 46:  Fragmentos 
digeridos y purificados de 
las secuencias del 
plásmido pcDNA3.1-Fc  y 
de CCL19 (326 pb). 
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2.2.7 Expresión y funcionalidad de CCL19-Fc. 
Una vez obtenido el plásmido pcDNA3.1 CCL19-Fc se generó una línea que 
expresa la proteína de fusión. También se generó una línea de expresión con el 
plásmido pcDNA3.1 hCCL1-Fc, cedido por la Dra. Leonor Kremer (CNB-CSIC, 
España),  para utilizar la proteína humana CCL1-Fc como control negativo en 
algunos de los experimentos de migración.  
 
La expresión de las respectivas proteínas de fusión se comprobó mediante 
citometría de flujo (Figura 48A) y western-blot usando anticuerpos específicos 
frente a la porción Fc de IgGs humanas (figura 48B). El análisis en SDS-PAGE de la 
proteína muestra dos bandas mayoritarias entre 30 y 40 kDa. La menor coincide 
con el peso molecular teórico de la cadena polipeptídica de CCL19-Fc (34,5 kDa) y 
hCCL1-Fc (34,1 kDa). Para descartar que la aparición de dos bandas fuera 
consecuencia de la degradación de la proteína se recogieron sobrenadantes a 
distintos días de cultivo y se comprobó la cinética de acumulación de proteína en el 
sobrenadante (Figura 49). Ninguna de las dos bandas, ni en el sobrenadante de 
CCL19-Fc ni en el sobrenadante de hCCL1-Fc se acumuló más que la otra con el 
 
Figura 48. A) Expresión de las quimioquinas CCL19 porcina y CCL1 humana 
fusionadas a Fc. Los histogramas representan la expresión a las 24 horas de la 
transfección y de las líneas estables de las quimioquinas fusionadas a Fc. 
Como control negativo se utilizaron células CHO sin transfectar. Las células se 
cultivaron hasta alcanzar el 50% de confluencia en el cultivo celular y se 
trataron con monensina. La expresión de la proteína de fusión se determinó 
con un anticuerpo anti-hIgG-FITC que se une a la porción Fc B) Western-blot 
de la expresión de las proteínas de fusión. El revelado se realizó mediante un 
anticuerpo anti-hIgG-biotina y estreptavidina-HRP. CCL19-Fc: 34,5 kDa. 
hCCL1-Fc: 34,1 kDa. 
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tiempo de cultivo, sugiriendo que las dos proteínas son producidas por las células 
por igual. 
 
El análisis de la estructura primaria de las proteínas muestra dos posibles sitios 
de N-glicosilación en la proteína hCCL1-Fc y uno en la proteína CCL19-Fc, según  
predicción informática (http://www.cbs.dtu.dk/services/ NetNGlyc/. Prediction 
of N-glycosylation sites in human proteins. R.Gupta, E. Jung and S. Brunak). 
Considerando que cada sitio de N-glicosilación puede añadir unos 2,5 kDa de 
media al peso de la proteína (Kornfeld, R et al. 1985), el peso teórico de la proteína 
CCL19-Fc glicosilada sería de 37 kDa y el de hCCL1-Fc glicosilado de 39,1 kDa, que 
coincide con el tamaño de las bandas superiores que observamos en los western-
blot. 
 
Para comprobar que la quimioquina fusionada con el Fc mantiene  la 
capacidad quimiotáctica de la quimioquina CCL19, se realizaron experimentos de 
migración de PBMC con sobrenadantes de la línea estable. Como control negativo 
 
Figura 50: Funcionalidad de la quimioquina sobre PBMC. El histograma 
representa el índice de migración obtenido con el sobrenadante de la línea 
CCL19-Fc. Como control negativo se utilizó sobrenadante de células CHO sin 
transfectar. 
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Figura 49. Western-blot de los sobrenadantes de las líneas de expresión de 
CCL19-Fc y hCCL1-Fc. Las células se cultivaron durante 5 días, recogiéndose el 
sobrenadante cada día. El revelado se realizó mediante un anticuerpo anti-
hIgG-Biotina y estreptavidina-HRP. Pesos moleculares: CCL19-Fc: 34,5 kDa. 
CCL1-Fc: 34,1 kDa. 
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utilizamos sobrenadante de células CHO sin transfectar. El índice de migración del 
sobrenadante cayó rápidamente con la dilución lo que sugería una baja 
concentración de proteína (Figura 50).   
Para facilitar los experimentos de migración y de unión al receptor del CCL19, 
se generó una línea que expresaba su receptor, CCR7. El plásmido (pCMVFL3) que 
contenía la secuencia de CCR7 porcino (número acceso de GenBank: AB090872) fue 
cedido por el Dr. Hirohide Uenishi (Shinkai, H et al. 2003). Este cDNA se subclonó 
en el plásmido pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO, de forma que se expresara como 
proteína de fusión, con la GFP en el extremo C-terminal del CCR7. A esta 
construcción la denominamos pCCR7-GFP. La expresión de la línea estable CHO-
CCR7-GFP se comprobó mediante citometría de flujo (Figura 51), y la distribución 
en la membrana celular fue confirmada mediante fluorescencia en un microscopio 
confocal, mediante marcaje con faloidina, que es una proteína capaz de unirse a 
microfilamentos de F-actina del citoesqueleto celular, como los que se encuentran 
por debajo de la membrana celular. 
 
Para  confirmar que CCL19 y CCL21 actúan específicamente a través de CCR7, 
hemos realizado ensayos de quimiotaxis sobre las células CHO-CCR7-GFP, 
utilizando como control negativo las células CHO sin transfectar. Las células CHO-
CCR7-GFP migraron en respuesta  a los sobrenadantes de las líneas  CCL19-GFP, 
CCL21-GFP y CCL19-Fc, pero no al sobrenadante de hCCL1-Fc ni al de las células 
CHO sin transfectar. Las células CHO control no respondieron en ningún caso. Este 
resultado demuestra que las quimioquinas producidas CCL19 y CCL21 actúan a 
 
Figura 51. A) Histograma que representa la expresión a las 24 horas de la 
transfección y de la línea estable del receptor CCR7-GFP (línea negra). Como 
control negativo se utilizaron células CHO sin transfectar (línea gris).  B) 
Fluorescencia en la línea CCR7-GFP. Las células se cultivaron hasta alcanzar el 
50% de confluencia y se tiñeron con faloidina-TexasRed. Se comprobó la 
expresión en membrana del receptor CCR7 mediante un microscopio confocal. 
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través del receptor CCR7. Al igual que habíamos observado en los ensayos de 
migración con PBMC, CCL19 indujo de forma más eficiente que CCL21 la 
migración de las células CHO-CCR7-GFP (Figura 52). 
 
2.2.8 Purificación de CCL19-Fc 
2.2.8.1 Columnas de proteína A. 
La rápida pérdida de actividad quimiotáctica que se produjo al diluir el 
sobrenadante de la línea de expresión del CCL19-Fc nos indujo a purificar la 
quimioquina con la finalidad de obtenerla más concentrada. En principio se 
utilizaron columnas de proteína A, a la que se une la porción Fc de nuestra 
construcción. Para evitar la copurificación de inmunoglobulinas bovinas presentes 
en el SFB utilizado en el medio de cultivo, estas se eliminaron pasando el SFB por 
 
Figura 52. Ensayo de quimiotaxis en respuesta a los sobrenadantes de CCL19-
GFP, CCL21-GFP y de CCL19-Fc. A) Representaciones de FSC vs SSC de las 
células (CHO y CCR7-GFP) que respondieron hacia los estímulos indicados. B) 
El histograma representa el número de células que migraron a los estímulos. 
Como controles se utilizaron el sobrenadante de células CHO sin transfectar y 
el sobrenadante de la línea estable de expresión hCCL1-Fc. Experimento 
representativo de 3 realizados. 
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otra columna de proteína A de forma previa al cultivo. De esta forma la columna 
de proteína A sólo fijaría la proteína de fusión CCL19-Fc. La concentración de 
proteína presente en las fracciones de elución se determinó por densidad óptica 
medida a 280nm, comprobándose posteriormente su pureza mediante 
electroforesis en geles SDS-PAGE teñidos con Coomassie.  Los geles así revelados 
mostraron dos bandas entre 30 y 40 kDa, de forma similar a lo obtenido por 
Western-Blot. En un análisis densitométrico estas bandas representaron más del 
85% de la proteína presente en el carril. (Figura 53).  
 
Para la cuantificación de la proteína de fusión se puso a punto un ensayo 
ELISA, utilizando como anticuerpo de captura un anticuerpo policlonal de cabra 
anti-Fc de IgG humana, y para la detección un anticuerpo policlonal de cabra anti-
IgG humana marcado con biotina. Se estableció una curva patrón utilizando IgG1 
humana purificada. Con este ELISA, capaz de detectar hasta 0,5 ng/ml de IgG, se 
cuantificó la cantidad de CCL19-Fc presente en los sobrenadantes de partida, en la 
fracción excluida de la columna y en las diferentes fracciones de elución. 
El proceso de purificación se realizó hasta en 4 ocasiones, obteniéndose 
diferentes rendimientos. En general, a partir de los sobrenadantes de la línea de 
expresión con concentraciones de alrededor de 2 μg/ml, se obtuvo la proteína 
purificada, repartida en varias fracciones que mostraron concentraciones de hasta 
960 μg/ml (Figura 54). En todas las ocasiones, prácticamente toda la quimioquina 
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Figura 53. Tinción con Azul de Coomassie de un gel acrilamida/bisacrilamida 
donde se muestra el CCL19-Fc antes de purificar (sobrenadante) y purificado. 
A la derecha se muestra una curva patrón con distintas concentraciones de 
BSA.  
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recombinante fue capturada por la columna, detectándose solo trazas de CCL19-Fc 
en las fracciones excluidas. El rendimiento de la columna (o recuperación de 
proteína total) se calculó mediante la fórmula: 
% Recuperación de la proteína total =
Concentracióninicial x Volumeninicial
Concentraciónfinal x Volumenfinal
 
La recuperación total de quimioquina-Fc fue próxima al 80%. Para los 
experimentos funcionales y de unión a células se utilizaron las fracciones con 
mayor concentración. La quimioquina control hCCL1-Fc se purificó en un proceso 
similar para ser utilizada como control negativo. 
 
Para evaluar la actividad quimiotáctica se realizaron ensayos de migración, 
comparando la actividad del sobrenadante con la de la quimioquina purificada, 
tanto sobre PBMC como sobre las células CHO-CCR7-GFP (Figura 55). De esta 
forma podemos calcular el porcentaje de recuperación  de la actividad en el proceso 
de purificación. El CCL19-Fc purificado mostró actividad quimiotáctica sobre 
ambos tipos celulares. Las células de la línea CHO-CCR7-GFP respondieron mejor a 
CCL19-Fc que los PBMC. Por su parte, la quimioquina control hCCL1-Fc, mostró 
cierta actividad quimiotáctica sobre PBMC, pero no sobre células CHO-CCR7-GFP.  
 
Figura 54. Determinación mediante ELISA de la concentración de CCL19-Fc 
en las diferentes fracciones de purificación. Curvas en función de la densidad 
óptica y las diluciones, de las distintas fracciones (2-5) recogidas durante la 
elución de la proteína. La línea más gruesa corresponde a la curva patrón de 
IgG humana purificada con una concentración inicial de 1μg/ml. Experimento 
representativo de 4 realizados. 
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La actividad tanto del sobrenadante como de la proteína purificada se calculó 
mediante los ensayos de migración, considerando como valor de actividad 
(expresado en unidades)  el inverso de la mayor dilución a la que todavía se observa 
migración. El sobrenadante,  con una concentración final de quimioquina de 2 µg/ml, 
presentó actividad quimiotáctica, perdiendo dicha actividad al diluirse. Por su parte, 
de la proteína purificada para obtener respuesta quimiotáctica se necesitaron 
concentraciones finales en el ensayo de 20 µg/ml, aproximadamente. Con el dato de 
―unidades de actividad‖ se calculó la actividad inicial en el sobrenadante y en la 
fracción purificada según la fórmula:  
 
Tomando la actividad inicial como el 100%, se calculó el porcentaje de 
actividad recuperada en la purificación. También se calculó la actividad específica 
según la fórmula: 
 
 
Figura 55. Migración de PBMC (A) y de células CCR7-GFP (B) en respuesta a 
CCL19-Fc y CCL1-Fc presentes en los sobrenadantes de cultivo sin purificar 
(barras azules) y purificados (barras moradas). Experimento representativo de 
al menos 3 realizados. La concentración de la proteína en el sobrenadante es de 
2µg/ml, la de la proteína purificada es de 900 µg/ml. 
                                                                                                                  RESULTADOS.                     
~ 93 ~ 
 
 
Estos resultados nos muestran una pérdida de la actividad de la proteína 
purificada con  respecto al sobrenadante. En la tabla 9 se muestra un ejemplo de los 
valores obtenidos de proteína en el sobrenadante inicial y la fracción purificada, 
pureza de la proteína purificada, actividad (inicial y final) y recuperación de la 
actividad quimiotáctica y la actividad específica.  
 
Aunque en el proceso de purificación, la proteína fue concentrada entre 200 y 
450 veces, la actividad recuperada, determinada en ensayos de migración con 
PBMC y células CHO-CCR7-GFP, fue como máximo del 25%.  
 
2.2.8.2 Identificación de las células a las que se une el CCL19-Fc 
Tras su purificación en columnas de proteína A, se utilizó la quimioquina 
recombinante CCL19-Fc como ligando con la idea de reconocer a las células CCR7 
positivas. En principio lo hicimos sobre la línea estable de expresión CCR7-GFP, 
obteniendo una tinción claramente positiva en comparación con las células CHO 
sin transfectar (Figura 56B). Cuando se utilizó el control negativo, la quimioquina 
hCCL1-Fc, el resultado fue negativo, lo que nos indica que la unión de la 
quimioquina a su ligando es específica (Figura 56C). Aunque la quimioquina se 
unía a todas las células, la intensidad del marcaje fue baja comparada con la 
expresión del receptor (Figura 56A). Esto podría deberse a una baja concentración 
de quimioquina activa que no permite ocupar todos los receptores. En ningún caso 
se obtuvo un resultado positivo cuando se utilizaron PBMC (Figura 56D), lo que 
puede ser debido a que estas células presentan un número menor de receptores 
 
Tabla 9. Evaluación de la purificación de proteína recombinante mediante 
columnas de proteína A. Análisis de la fracción de 0,5ml más concentrada 
(fracción 4) eluida de la columna. La concentración de la proteína específica  
(μg/ml) fue determinada mediante ELISA. Ejemplo representativo de 3 
purificaciones.   
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para esta quimioquina en su superficie, en comparación con la línea CHO-CCR7-
GFP. 
 
2.2.8.3 Columnas con anticuerpos monovalentes que reconocen  la porción Fc de 
IgG humana. 
Debido a la pérdida de actividad observada durante el proceso de purificación 
con las columnas de proteína A, consideramos la posibilidad de enriquecer la 
concentración y actividad de esta quimioquina, sustituyendo las columnas de 
proteína A por una columna de afinidad acoplada  con anticuerpos de llama (Lama 
glama), específicos frente a la IgG humana, al ser de este origen la porción Fc 
fusionada al CCL19. Los anticuerpos de llama carecen de cadenas ligeras y resultan 
más estables en los procesos de elución que los anticuerpos convencionales 
 
Figura 56. Histogramas que representan la unión de la quimioquina 
recombinante CCL19-Fc y los controles utilizados  para confirmar la 
especificidad del marcaje.  A) Expresión del CCR7-GFP en las células 
utilizadas en este ensayo B) Unión de CCL19-Fc a células CHO (línea negra) y 
a células CHO-CCR7-GFP (línea morada). C) Unión de las quimioquinas 
hCCL1-Fc (línea gris) y CCL19-Fc (línea morada) a células CHO-CCR7-GFP. 
D) Unión de CCL19-Fc a PBMC (línea azul), como control negativo se utilizó 
sobrenadante de células CHO sin transfectar (línea negra). 
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(Moulin, M et al. 2002; Verheesen, P et al. 2003). El uso de estas columnas evita la 
necesidad de la adaptación de la línea estable CCL19-Fc a un medio libre de SFB, al 
unirse de forma específica al fragmento Fc de nuestra proteína recombinante. 
Para determinar las condiciones más favorables de elución, realizamos una serie 
de experimentos a pequeña escala con diferentes tampones, eligiendo las más 
favorables para optimizar la recuperación de la proteína. Se escogieron diferentes 
tampones, con pH tanto ácido como básico y con alta concentración de sales. Estos 
tampones son de uso habitual en la elución de proteínas en cromatografías de 
afinidad, ya que no suelen alterar su conformación nativa. Para evaluar el proceso 
de purificación se utilizaron los mismos parámetros que en la purificación con 
columnas de proteína A. En total se utilizaron seis tampones de elución diferentes, 
cuya composición se detalla en ―Material y métodos‖. Tres de ellos (Glicina-HCl 
0,1M pH2, Glicina 0,1M -NaCl 0,5M pH2 y Tris-acetato 0,1M NaCl 2M pH 7,7) 
fueron descartados puesto que no lograron eluir la proteína de forma eficiente.  
Usando los otros tres tampones (ácido cítrico 0,1M pH2, glicina-NaOH 0,1M 
pH10 y DEA 50mM pH11)  obtuvimos una buena recuperación de proteína total y 
evaluamos su actividad mediante experimentos de migración con PBMC. La 
migración máxima observada con el sobrenadante se obtuvo con éste sin diluir, a 
una concentración de 2,4 μg/ml. Respecto a la proteína purificada, con el tampón 
de ácido cítrico no se recuperaba mucha actividad quimiotáctica después de la 
purificación y también fue descartado (Tabla 10).  
 
La máxima migración celular de PBMC observada ocurre con 2 μg/ml de 
proteína eluida con el tampón DEA. Observamos que menores cantidades de 
proteína eluida con el tampón DEA, inducen mayor migración que la mayor 
concentración evaluada de proteína eluida con Glicina-NaOH (Figura 57). Esto 
indicó que con el tampón DEA recuperábamos más cantidad de proteína activa. 
 
Tabla 10. Rendimiento de la purificación de proteína CCL19-Fc dependiendo 
del tampón utilizado en columnas con anticuerpos de llama anti-IgG humana. 
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Estos valores son similares a los obtenidos por otros autores en la purificación de 
CCL19 y su función en quimiotaxis, por ejemplo Britschgi et al utilizan 1 μg/ml de 
quimioquina CCL19 purificada para producir migración de linfocitos esplénicos en 
ratón (Britschgi, MR et al. 2008). Yoshida et al utilizan también  1 μg/ml de CCL19 
humana para producir migración en linfocitos frescos (Yoshida, R et al. 1998b).   
 
Una vez puesto a punto este método de purificación que nos permitía recuperar 
la mayor cantidad de proteína específica posible, conservando su actividad 
quimiotáctica, utilizamos el tampón DEA para purificar cantidades mayores de 
proteína y comprobamos la expresión, pureza y actividad de la misma una vez 
purificada, tal como habíamos hecho anteriormente (Figura 58).  
La proteína así purificada fue concentrada alrededor de 50 veces con respecto al 
sobrenadante, en un solo paso, lográndose una recuperación de más del 80% de la 
cantidad inicial y con una pureza de más del 90%. También presentaba actividad 
quimiotáctica mostrando una curva dosis-respuesta, observándose inhibición de la 
quimiotaxis a concentraciones superiores de 18,5 μg/ml, recuperándose más del 
60% de la actividad quimiotáctica inicial.  
 
Figura 57. Experimento de migración con CCL19-Fc purificado. Porcentaje de 
células que migraron en respuesta a la quimioquina, con respecto a las células 
iniciales totales, utilizando dos tampones diferentes.  
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En estas condiciones de elución y con una concentración de  3 μg/ml la 
proteína purificada es capaz de unirse a PBMC (Figura 59A) y a las células de la 
línea CHO-CCR7-GFP, pero no a células CHO (Figura 59B).  
 
 
Figura 59. A) Unión de CCL19-Fc a PBMC (línea azul), como control se utilizó 
sobrenadante de células CHO (línea negra). B) Unión de CCL19-Fc a células 
CHO y a células CCR7-GFP. Los números indican los porcentajes de células en 
cada cuadrante. CCL19-Fc se utilizó a una concentración de 3 μg/ml. 
 
Figura 58. A) Detección de la proteína CCL19-Fc en los distintos pasos de la 
purificación por western-blot y coomassie. Se aplicó al gel 30 μl de todas las 
muestras.  B) Determinación mediante ELISA de la concentración de CCL19-
Fc en las diferentes fracciones de purificación. La línea más gruesa 
corresponde a la curva patrón de IgG humana purificada con una 
concentración inicial de 0,1µg/ml. C) Migración de PBMC en respuesta a 
CCL19-Fc antes y después de la purificación. Experimento representativo de 3 
realizados 
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2.2.9 Unión de CCL19-Fc a las subpoblaciones de monocitos.  
Dado que los monocitos CD14+SLA-II+ migraron en respuesta a los ligandos de 
CCR7, una vez fijadas las condiciones óptimas para los ensayos de unión de la 
quimioquina CCL19-Fc, quisimos analizar la unión de CCL19-Fc a su receptor  en 
las subpoblaciones de monocitos CD14altSLA-IIˉ, CD14+SLA-II+ y CD14ˉSLA-II+. 
Para ello se realizaron marcajes en suspensiones de monocitos enriquecidos 
mediante separación magnética, utilizando los AcMo anti-CD14 y anti-SLA-II. Se 
observó unión de la quimioquina CCL19-Fc a la subpoblación CD14+SLA-II+, 
mientras que en las subpoblaciones de  monocitos CD14atlSLA-IIˉ y CD14ˉSLA-II+ 
no se observó unión de la misma (Figura 60).  
 
 
Figura 60. Unión de CCL19-Fc a las distintas subpoblaciones de monocitos 
porcinos. Se realizaron marcajes triples en monocitos enriquecidos,  con los AcMo 
anti-CD14 y anti-SLA-II y con la quimioquina recombinante CCL19-Fc. La pureza 
de los monocitos se comprobó mediante un marcaje con un AcMo anti-CD172a 
(histograma en rojo). Los histogramas en gris representan el control negativo de 
fluorescencia para cada subpoblación.  Experimento representativo de 3 
realizados con diferentes animales. 
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3.  RESPUESTA QUIMIOTÁCTICA DE LINFOCITOS A LOS 
LIGANDOS DE CCR7. UNIÓN DE CCL19-FC. 
La expresión del receptor CCR7 ha sido muy estudiada sobre todo en ratón, 
donde se ha visto que este receptor tiene un papel crítico en la circulación de los 
linfocitos T. CCR7 es necesario para la migración de los linfocitos hacia los órganos 
linfoides secundarios y para la movilidad y retención  celular dentro de estos 
órganos. La importancia de CCR7 y de sus dos ligandos CCL19 y CCL21 ha 
quedado demostrada en los ratones CCR7-/-  y plt/plt (carentes de los genes de 
CCL19 y CCL21 expresados en órganos linfoides secundarios), ya que ambos 
presentan defectos severos en la migración y el posicionamiento de las células T, 
así como en la respuesta inmune. 
Aunque, hasta ahora nos habíamos centrado en el estudio de la expresión de los 
receptores de las quimioquinas en monocitos, la especial importancia que tiene el 
receptor CCR7 en el tráfico de los linfocitos nos hizo interesarnos por su expresión 
en estas células, de lo que no hay datos en la especia porcina. 
 
3.1 Respuesta quimiotáctica de linfocitos a las quimioquinas CCL19 y CCL21 
Las quimioquinas CCL19 y CCL21 se expresan de forma constitutiva en los órganos 
linfoides secundarios, y son fundamentales en la organización  del tráfico de los 
linfocitos. Estas quimioquinas presentan diferencias con otras quimioquinas 
constitutivas como CXCL12 a la hora del reclutamiento de distintas células in vivo en 
humano (Luther, SA et al. 2002), por ello hemos estudiado la respuesta quimiotáctica 
de diferentes subpoblaciones de PBMC porcinos a CCL21 y CXCL12. Para ello se 
analizó el fenotipo de las células que migraron en respuesta a las quimioquinas, 
recogidas de la cámara inferior de las placas transwell.  
El análisis se realizó inicialmente sobre poblaciones amplias, pasando después a 
poblaciones más restringidas. En primer lugar comparamos las poblaciones de 
células CD3+ (células T) y CD21+ (células B). Las células CD3+ respondieron a las 
dos quimioquinas estudiadas, disminuyendo sin embargo su porcentaje en la 
población migrada total. El porcentaje inicial de células CD3+ era de más del 70%, 
mientras que en las células recogidas de la cámara inferior de la placa transwell era 
del 60% y del 57% en las células que respondieron a CCL21 y CXCL12 
respectivamente. Las células CD21+ aumentaron su porcentaje en las células 
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recogidas después de la migración, ya que en la población inicial suponían el 5% y  
en las células respondedoras a CCL21-GFP representaban  el 28% y en las células 
respondedoras a CXCL12-GFP el 29% (Figura 61). 
 
Posteriormente se realizaron migraciones para estudiar si las quimioquinas 
inducían migración selectiva de linfocitos T CD4+ o CD8+. Cuando se comparó las 
proporciones de las poblaciones CD4−CD8+, CD4+CD8−, CD4+CD8+ o CD4−CD8− en 
las células iniciales y en las recogidas de la cámara inferior de la placa transwell, 
observamos un aumento de las células CD4+CD8− pasando del 5% al 9,8% en las 
que responden a CCL21 y al 8,1% en las que responden a CXCL12. También 
observamos un aumento de las células CD4+CD8+ en las células que responden a 
CCL21 (17,2%) y CXCL12 (19%) con respecto a las células de la población inicial 
(9,3%). No se encontró un aumento de la proporción de las células CD4−CD8+ en 
respuesta a CCL21, pero si aumento su proporción en las células respondedoras 
hacia CXCL12 (Figura 62). 
 
Figura 61. A) Porcentaje de células CD21+ y CD3+ en la población inicial. B) 
Número de células que  migraron hacia las quimioquinas CCL21-GFP y 
CXCL12-GFP. Las células se recogieron y marcaron con AcMo anti-CD21 y 
anti-CD3. Experimento representativo de 4 experimentos con diferentes 
animales.  
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Por último, hemos estudiado la respuesta de la población marcada por el AcMo 
2E3, un marcador que divide a las células CD4 en dos subpoblaciones con 
características de células de memoria (CD4+2E3ˉ) y naïve (CD4+2E3+), en estas últimas 
también se ha detectado por PCR la presencia de mRNA de CCR7 (Revilla, C et al. 
2005a). No se encontró migración selectiva de ninguno de los dos tipos celulares 
cuando se comparó la proporción de células 2E3ˉ/2E3+  referida a las células CD4+ en 
las células iniciales (58%/42%)  con la proporción de las recogidas de la cámara inferior 
de la placa transwell en respuesta a CXCL12 (60%/40%). Sin embargo sí se encontró un 
enriquecimiento significativo de la población 2E3+ en las células que responden a 
CCL19 (28%/72%) y en las que responden a CCL21 (32%/62%), es  decir: los dos 
ligandos de  CCR7 inducen la migración preferente de las células CD4+2E3+, lo que está 
en consonancia con la detección de los tránscritos de CCR7 en estas células (Figura 64).  
 
Figura 62. A) Porcentaje de células CD4–CD8+, CD4+CD8–, CD4+CD8+ y CD4–  
CD8– en la población inicial. B) Número de células que  migraron hacia las 
quimioquinas CCL21-GFP y CXCL12-GFP. Las células se recogieron y 
marcaron con AcMo anti-CD4 y anti-CD8α. Experimento representativo de 4 
realizados con diferentes animales. 
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3.2 Unión de CCL19-Fc a PBMC. 
El receptor CCR7 controla la migración de los linfocitos hacia los órganos 
linfoides secundarios. Su expresión se ha asociado a células T naïve y a una 
subpoblación de células T de memoria, llamada de memoria central (Sallusto, F et 
al. 1999). La obtención de CCL19-Fc y su capacidad de unirse a las células que 
expresan el receptor CCR7 nos ha permitido analizar la unión de esta quimioquina 
 
Figura 63. Estudio de la respuesta quimiotáctica de las poblaciones de 
linfocitos T CD4+2E3+ y CD4+2E3ˉ. Las células que migraron se recogieron y 
marcaron con AcMo anti-CD4 y anti-2E3. A) Diagrama de puntos de las 
poblaciones según los marcadores 2E3 y CD4, en las células que no migraron 
(respuesta negativa) y en las células que migraron (respuesta positiva). B) 
Porcentaje de células 2E3+ y 2E3ˉ referidas a la población total de células CD4+. 
Datos representativos de 5 experimentos con diferentes animales. 
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a diferentes tipos celulares. La presencia de células positivas para el receptor de 
CCL19 se determinó en una primera fase sobre PBMC mediante análisis por 
citometría de dos colores utilizando diferentes AcMo que reconocen a las 
principales subpoblaciones de linfocitos porcinos, CD3, CD21, CD4, CD8α, CD8β 
(Figura 64). 
 
Más del 60% de las células CD21+ se mostraron positivas para CCL19-Fc. Por 
otra parte, más del 50% de las células CD3+ mostraron unión al CCL19-Fc. 
Alrededor del 70% de las células CD4+ unían CCL19. Respecto a CD8α, se observó 
unión de CCL19-Fc en el 20% de las células CD8αalt y en más del 80% de las 
CD8αbajas. Por último la mitad de las células CD8+ fueron positivas para CCL19-Fc, 
lo que sería compatible con la expresión de CCR7 descrita en el ratón por otros 
autores en las células T CD8 naïve, pero no en las CD8 efectoras (Unsoeld, H et al. 
2004). En la mayoría de los animales analizados (3 de 4) se podían diferenciar dos  
 
Figura 64. Análisis por citometría de dos colores de la unión de CCL19 a 
PBMC. Las células fueron marcadas con los anticuerpos indicados revelados 
con RaM-FITC y posteriormente con CCL19-Fc que fue revelado con un 
anticuerpo anti-hIgG marcado con biotina y estreptavidina-PE. Las tinciones 
se realizaron sobre PBMC, delimitando la  región de linfocitos mediante su 
perfil de FSC y SSC. Experimento representativo de 4 realizados con 
distintos donantes. 
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niveles de expresión del marcador CD8, con más intensidad del marcaje en las 
células que unen CCL19-Fc 
 
En una fase posterior, se abordó en mayor detalle la caracterización de las 
células que unen CCL19. Para analizar la unión de CCL19-Fc a las células 2E3 y 
2E3+ se realizaron marcajes triples de PBMC con anticuerpos anti-CD4 y 2E3, 
seguidos del marcaje con nuestro CCL19-Fc. Se observó que las células CD4+2E3+, 
pero no las CD4+2E3 unen CCL19-Fc, estos resultados apoyan los datos obtenidos 
en los ensayos de migración (Figura 65A). También se realizaron marcajes triples 
de PBMC con los anticuerpos anti-CD8 y CD45RA. Así,  observamos que CCL19-
Fc  se une a más porcentaje de las células CD45RA+ CD8+, sin embargo también 
observamos cierta unión a células CD45RACD8+. Además, al igual que se había 
observado anteriormente, también aquí se observa que la población CD45RA+ 
 
Figura 65. Unión de CCL19-Fc a las distintas subpoblaciones de linfocitos 
porcinos. A) Se realizaron marcajes triples en monocitos enriquecidos,  con los 
AcMo anti-CD4, 2E3 y con la quimioquina. B) marcajes triples en monocitos 
enriquecidos,  con los AcMo anti-CD45RA, anti-CD8 y con la quimioquina. 
Los histogramas en gris representan el control negativo de fluorescencia para 
cada subpoblación.  Experimento representativo de 3 realizados con diferentes 
animales. 
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CD8+, que une mas CCL19-Fc, expresa niveles más altos de CD8 que la 
población CD45RACD8+  que no une tanto CCL19-Fc (Figura 65B).  
 
4. EVALUACIÓN DEL EFECTO ADYUVANTE DE LA 
QUIMIOQUINA CCL2 EN UN MODELO DE INMUNIZACIÓN 
CON DNA. 
4.1 Modelo experimental 
La capacidad de la quimioquina CCL2 de reclutar monocitos hacia lugares de 
inflamación es una característica bien conocida. Además, se ha descrito que los 
monocitos CCR2+ que son capaces de responder a CCL2, no solo son precursores in 
vivo de DC (Geissmann, F et al. 2008), sino que también tienen capacidad de 
presentar el antígeno a las células T y son capaces de estimular su proliferación 
(Randolph, GJ et al. 2008). Por esto consideramos que la quimioquina CCL2 podría 
ser un buen candidato para ser utilizado como adyuvante en vacunas DNA. 
Se realizó un experimento in vivo para evaluar la capacidad inmunoadyuvante 
del CCL2 en la respuesta frente a la nucleoproteína N del virus Síndrome 
Respiratorio y Reproductivo Porcino (SRRP), en un modelo de inmunización con 
DNA. Se eligió la proteína N como antígeno modelo, porque se dispone de un 
método ELISA para valorar la producción de anticuerpos frente la misma, además 
de plásmidos y anticuerpos para detectarla, y porque es capaz de inducir una 
respuesta proliferativa (Bautista, EM et al. 1999). 
 
Para llevar a cabo el ensayo se establecieron tres grupos de cinco animales que 
se inocularon con las distintas construcciones: Grupo 1: plásmido vacío 
 
Figura 66. Esquema con las pautas de inmunización y el calendario de 
recogida de muestras. 
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(pcDNA3.1+); Grupo 2: plásmido pcDNA3.1 (+) con la secuencia de la ORF7 del 
virus del SRRP (spORF7), obtenido previamente en nuestro laboratorio; Grupo 3: 
plásmido con la secuencia de la quimioquina CCL2-GFP combinado con el 
plásmido que codificaba la nucleoproteína (pCCL2-GFP + spORF7).  
Los cerdos se inmunizaron con tres dosis de 500 μg de plásmido por vía 
intramuscular espaciadas dos semanas (días 0, 14 y 28).  Debido a la imposibilidad 
de utilizar virus infeccioso en las instalaciones del animalario, en lugar de ello, los 
cerdos se inocularon con una vacuna inactivada del vSRRP, dos semanas después 
de la última inmunización (día 42) (Figura 63). En los cerdos inmunizados se 
estudió la respuesta linfoproliferativa y la presencia de anticuerpos específicos 
frente a la nucleoproteína N a lo largo del periodo de inmunización y hasta el día 
56 (figura 66).  
 
4.2 Detección de la respuesta humoral 
La presencia de anticuerpos en sangre se determinó en los días 0, 14, 28, 42, 49 y 56 
(Figura 67). 
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Figura 67. Detección de anticuerpos específicos frente a la nucleoproteina N del 
virus SRRP mediante ELISA. En las gráficas se muestra la densidad óptica 
obtenida y la media de cada grupo (líneas horizontales continuas). Como control 
negativo se utilizaron los sueros de los cerdos inmunizados con el plásmido 
pcDNA3.1. El análisis estadístico se realizó utilizando el test de Mann-Whitney. * 
= p≤0.05 
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Tras las inmunizaciones con los plásmidos (hasta el día 42) no se detectó la 
presencia de anticuerpos específicos frente al antígeno en ninguno de los grupos de 
animales. Sin embargo, una semana después de la vacunación  con el virus 
inactivado (día 49) se detectaron anticuerpos anti-proteína N en el grupo 3, sobre 
todo en dos de los animales. Dos semanas después de la vacunación se detectaron 
anticuerpos anti-proteína N en los grupos 2 y 3, siendo significativamente mayor la 
concentración de anticuerpos en el grupo 3, al que se había coadministrado el 
plásmido que codifica la ORF7 y el que contiene la secuencia de CCL2-GFP. 
También en este grupo fue mayor el número de animales que presentaron 
anticuerpos tanto en el día 49, como en el día 56. De hecho, el grupo 3 fue el único 
que mostró una respuesta significativa frente al control negativo inmunizado con el 
plásmido vacío (grupo 1). 
También se realizó el análisis de los isotipos de los anticuerpos específicos 
(Figura 68).  
 
Se observaron niveles ligeramente más altos tanto de IgG1 como de IgG2 en el 
grupo de animales inoculados con el plásmido ORF7+CCL2-GFP, comparado con 
el grupo inoculado con el plásmido ORF7, aunque las diferencias no fueron 
significativas a ninguno de los tiempos estudiados. 
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Figura 68. Detección de los isotipos de los anticuerpos específicos frente a la  
nucleoproteína N  del virus. En las gráficas se muestra la densidad óptica, así como 
la media de cada grupo (líneas horizontales continuas). El punto de corte entre la 
respuesta negativa y la positiva se representa como una línea horizontal 
discontinua. Comparación de los anticuerpos presentes en los sueros de los cerdos 
inyectados con el plásmido spORF7 y con ORF7 + CCL2-GFP.  
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4.3. Proliferación 
Se realizaron ensayos de proliferación utilizando PBMC recogidos en los días 
28, 42 y 56. Posteriormente estos se estimularon con diferentes cantidades del virus 
del SRRP. En ninguno de los tiempos señalados se obtuvieron niveles de 
proliferación detectables en respuesta al virus en un ensayo de incorporación de 
timidina tritiada.  
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El uso de quimioquinas recombinantes como ligandos para la detección de las 
células portadoras de sus receptores ha sido uno de los objetivos de esta tesis. La 
generación de este tipo de herramientas es fundamental en el cerdo, donde hasta la 
fecha no existen anticuerpos frente a la mayoría de los receptores de quimioquinas. 
El uso de quimioquinas recombinantes, solas o en combinación con anticuerpos, 
puede ser de gran utilidad en la caracterización de poblaciones celulares del 
sistema inmunitario.  
Se han descrito numerosos sistemas de producción de proteínas recombinantes 
como bacterias, levaduras, hongos filamentosos, plantas o células de insecto.  
Nosotros elegimos como sistema de producción las células de mamífero,  a pesar 
de su elevado coste de mantenimiento, porque contienen la maquinaria celular 
necesaria para el correcto plegamiento, secreción y modificación post-traduccional 
de las proteínas recombinantes (Wurm, FM 2004). 
El primer abordaje utilizado fue la fusión de las quimioquinas a GFP. La fusión 
con GFP ha sido ampliamente utilizada para realizar el seguimiento de las 
proteínas de fusión sin necesidad de otro marcaje. Además, a pesar de su gran 
tamaño (26 kDa) en comparación con las quimioquinas (en torno a 10 kDa), no 
parece tener efecto en el comportamiento de las proteínas in vivo (Olson, KR et al. 
1995). 
 Hemos obtenido las proteínas de fusión con las quimioquinas CCL2 (ligando 
de CCR2), CCL19 y CCL21 (ligandos de CCR7) y la proteína GFP. Las 
quimioquinas fusionadas a GFP, producidas en células CHO fueron detectadas 
mediante western-blot, tanto en los lisados como en los sobrenadantes de las líneas 
celulares que las expresaban, cuando se revelaron con un AcMo anti-GFP. Sin 
embargo, en los western-blot del sobrenadante y lisado de las células CCL2-GFP y 
en el lisado de CCL19-GFP, se encontraron dos bandas, una de 38-39 kDa que 
correspondería a la proteína de fusión quimioquina-GFP, y otra de 26 kDa a la 
GFP, que se habría expresado de forma independiente, a causa de no haber 
eliminado su codón de iniciación en la construcción. En algún caso se encontró una 
tercera banda con un peso molecular doble del de las proteínas de fusión, que 
correspondería a dímeros de las quimioquinas. La dimerización de quimioquinas 
se ha descrito en situaciones semejantes, dependiendo de su concentración y del 
pH del medio (Lowman, HB et al. 1997).  
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Para comprobar que las quimioquinas recombinantes conservaban su actividad 
funcional, se realizaron experimentos de migración con PBMC y con algunas de sus 
subpoblaciones. Las quimioquinas recombinantes obtenidas mostraron actividad 
quimiotáctica en todos los casos, aunque con frecuencia esta actividad se perdía 
rápidamente con la dilución.  
Aunque CCL2 es capaz de actuar sobre distintos tipos celulares, como células T 
y células NK, fue descrito inicialmente como un potente factor quimiotáctico de 
monocitos (Deshmane, SL et al. 2009). En este sentido, comprobamos que la acción 
quimiotáctica fue mucho mayor sobre las células CD172a+ (monocitos) que sobre 
las células CD172a− (linfocitos), a diferencia de lo que ocurre en la respuesta a 
CXCL12, cuyo receptor CXCR4 se expresa constitutivamente en un amplio rango 
de células sanguíneas, y con el que no encontramos diferencias en la migración de 
monocitos y linfocitos (Eash, KJ et al. 2009; Pablos, JL et al. 1999; Patrussi, L et al. 
2008). Además, la proteína CCL2-GFP así producida fue capaz de unirse a su 
receptor de forma específica, es decir, se obtuvo en los sobrenadantes con la 
conformación adecuada y en la concentración suficiente para permitir la detección 
de la unión por citometría de flujo. La especificidad de la unión de CCL2 a su 
receptor, se comprobó mediante experimentos de bloqueo con la quimioquina 
fusionada a V5-HIS. CCL2-V5-HIS produjo una clara disminución de la unión de 
CCL2-GFP a los monocitos. 
Las quimioquinas CCL19 y CCL21 tienen un papel muy importante en la 
migración de los linfocitos T naïve y de las células dendríticas hacia los órganos 
linfoides secundarios, donde se expresan de forma constitutiva (Ott, TR et al. 2004). 
La actividad de las quimioquinas recombinantes porcinas CCL19-GFP y CCL21-
GFP se comprobó mediante ensayos de quimiotaxis. No se encontraron diferencias 
significativas en la respuesta quimiotáctica de las células CD172a− y CD172a+ a 
estas quimioquinas. Sin embargo, CCL19 presentó mayor actividad quimiotáctica 
que CCL21 cuando se utilizaron a la misma concentración, determinada por 
titulación en dot-plot. En este sentido, se ha descrito que CCL19 se une a CCR7 con 
una afinidad ligeramente mayor que CCL21 y, aunque ambos ligandos inducen 
movilización de calcio y quimiotaxis, algunos autores sostienen que el CCL19 
murino es más potente cuando se encuentra en concentraciones bajas (Britschgi, 
MR et al. 2008).  
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Como herramienta suplementaria, en nuestro estudio generamos una línea 
estable de células CHO que expresan en su membrana el CCR7 porcino fusionado 
en su extremo carboxi-terminal a la GFP. Estas células han resultado muy útiles en 
varios aspectos. Por un lado, estas células son capaces de responder a los ligandos 
del receptor en ensayos de quimiotaxis, a diferencia de la línea parental CHO de la 
que proceden. Por otro lado nos han servido para comprobar por citometría de 
flujo la unión a las mismas de CCL19 y CCL21  y así demostrar su especificidad por 
el receptor CCR7. Aunque tanto CCL19 como CCL21 inducían la migración de 
células CCR7-GFP y PBMC, CCL21 fue menos eficiente como agente quimiotáctico. 
Esto puede ser debido a que, al igual que se ha descrito en el ratón (Britschgi, MR 
et al. 2008), el CCL19 porcino muestre mayor afinidad por CCR7 que el CCL21. 
Al contrario de lo que ocurrió con la quimioquina CCL2-GFP, a la que 
podíamos detectar unida a su receptor por citometría de flujo, no sucedió lo mismo 
con las proteínas recombinantes CCL19-GFP ni CCL21-GFP, aunque fueran capaces 
de inducir quimiotaxis sobre PBMC. El hecho de que la detección de las proteínas 
en western-blot fuera muy débil parecía indicar que la causa de que no se detectara 
la unión a su receptor se debía a que no había cantidad suficiente en el 
sobrenadante de cultivo. De hecho, cuando se realizaron los experimentos de 
migración celular, se observó una rápida caída de la actividad quimiotáctica con la 
dilución, lo que sugería también que la cantidad de quimioquina en los 
sobrenadantes estaba en el límite de la concentración necesaria para inducir 
quimiotaxis.  
En este sentido se ha descrito que las cantidades de quimioquina requeridas 
para inducir quimiotaxis son menores que las necesarias para la detección de 
receptores por citometría (Britschgi, MR et al. 2008). Este hecho se ha descrito en 
varias quimioquinas, como CXCL12, CCL2 o CCL21, de las se requiere de  4 a 10 
veces más cantidad para su uso como ligando en la detección de sus respectivos 
receptores por citometría de flujo. En concreto, la quimioquina CCL19 murina 
produce la máxima migración con concentraciones de 0,3 µg/ml sobre células 
transfectadas con CCR7, mientras se necesitan concentraciones de hasta 8 µg/ml 
para visualizar la unión a su receptor por citometría de flujo (Britschgi, MR et al. 
2008; Yoshida, R et al. 1998b; Yoshida, R et al. 1998a).  
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Con la finalidad de facilitar la purificación de la quimioquina CCL19, decidimos 
clonarla como proteína de fusión con el fragmento Fc de la IgG1 humana. La fusión 
con el fragmento Fc posibilita la detección y purificación de la proteína 
recombinante con reactivos como proteína A o G o con anticuerpos específicos para 
Igs humanas (Yang, Q et al. 2010). La fusión con Fc ayuda a paliar la toxicidad que 
pueden presentar algunas proteínas en el interior celular e incluso en algunos casos 
favorece un aumento de la expresión y secreción de las proteínas recombinantes 
producidas en células de mamífero (Lo, KM et al. 1998). Este abordaje se ha 
utilizado con distintas quimioquinas en otras especies, tanto para su uso como 
ligando en la detección de sus receptores, como para su purificación a través del Fc 
(Gutierrez, J et al. 2004; Suzuki, T et al. 2010).  
La detección en los análisis por western-blot de dos bandas en los lisados y en los 
sobrenadantes de las células que expresaban CCL19-Fc y CCL1-Fc, reflejaba la 
existencia de dos isoformas, probablemente debido a modificaciones post-
traduccionales como glicosilación o a proteólisis. Sin embargo, el hecho de que no 
apareciesen fragmentos de menor tamaño, de que ninguna de las dos formas se 
acumulase con el tiempo en cultivo, y la existencia en la secuencia de posibles sitios 
de N-glicosilación, sugiere dos formas de N-glicosilación diferentes, y no productos 
de degradación. El análisis de la secuencia de aminoácidos de las proteínas mostró 
dos sitios de N-glicosilación en la proteína CCL1-Fc (uno en la quimioquina y otro 
en la porción Fc), y un sitio probable de N-glicosilación en el CCL19-Fc (en la 
porción Fc). Este sitio de N-glicosilación de la porción Fc de la IgG1 humana ha 
sido descrito en otras proteínas de fusión con Fc (Yang, Q et al. 2010). 
Considerando que cada N-glicosilación puede añadir 2,5 kDa de media al peso de 
la proteína, la aparición de la banda superior tanto en los western-blot como en los 
geles teñidos con Coomassie, indicaría que esos sitios están glicosilados, 
aumentando así el peso molecular en 2,5 kDa y 5 kDa en CCL19-Fc y CCL1-Fc, 
respectivamente,  lo que concuerda con el tamaño de la banda superior observada 
(Kornfeld, R et al. 1985). Nuestros resultados indicarían que tanto la forma 
glicosilada, como la no glicosilada de la quimioquina se secretan al medio 
extracelular. Se han descrito resultados similares para otras quimioquinas, donde la 
banda superior en el western-blot corresponde a la proteína completamente 
glicosilada y la banda inferior a la forma no glicosilada. También se ha observado 
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la aparición de bandas con distintos grados de glicosilación en proteínas 
secretadas, producidas en células de mamífero (Ansari, IH et al. 2006; Gutierrez, J 
et al. 2004; Ierino, FL et al. 1993). 
Para la producción de quimioquinas-Fc y su purificación en columnas de 
proteína A, se utilizó medio con SFB desprovisto de inmunoglobulinas bovinas 
para prevenir la purificación de estas junto con las proteínas de fusión. La 
alternativa más común para este problema es utilizar medio de cultivo sin 
suplemento de suero. Sin embargo, comparando ambos medios de cultivo, 
encontramos que la viabilidad celular y la producción de proteína recombinante es 
claramente mayor cuando se usa suero. En nuestros experimentos, los 
transfectantes estables obtenidos mostraron una buena capacidad de producción de 
proteínas recombinantes. Los niveles de expresión de proteínas recombinantes en 
el sobrenadante de cultivo de células de mamífero suelen variar entre 3 y 200 
µg/ml, dependiendo de la construcción (Lo, KM et al. 1998). En nuestro caso se 
recuperaron entre 2 y 5  µg/ml de CCL19-Fc en el sobrenadante de cultivo, lo que 
está dentro del rango descrito. La proteína de fusión CCL19-Fc producida mantuvo 
su actividad quimiotáctica sobre PBMC. Además CCL19-Fc indujo la migración de 
las células CHO-CCR7-GFP, confirmándose su especificidad por el CCR7 porcino 
clonado, como era de esperar, aunque no se había demostrado experimentalmente. 
Cuando se evaluó la capacidad quimiotáctica de la quimioquina purificada, tras 
su elución de la proteína A en medio ácido, se observó una pérdida de actividad 
respecto al sobrenadante. Aunque se recuperaba prácticamente toda la proteína 
recombinante presente en el sobrenadante, con una pureza del 85%, solo se 
conseguía un 20% de su actividad. La baja actividad de la proteína purificada se 
pudo comprobar, no sólo por la necesidad de concentraciones altas de quimioquina 
para inducir la migración de las células CHO-CCR7-GFP (en torno a 20 µg/ml), 
sino también por su capacidad limitada para unirse a estas células. En estos 
experimentos, aunque la quimioquina-Fc se unía a la mayoría de las células, como 
reflejaba el perfil unimodal obtenido por citometría de flujo, la intensidad del 
marcaje era baja comparada con la expresión del receptor en la línea estable. La 
imposibilidad de detectar la unión a su receptor en PBMC sugería también una 
cierta inactivación durante el proceso de purificación.  
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La pérdida de la actividad de la quimioquina observada durante el proceso de 
purificación parecía ser debida a las condiciones de la elución. Se ha descrito que el 
uso de tampones ácidos para la elución de proteínas de columnas de afinidad 
puede afectar al plegamiento de las mismas y a su funcionalidad (Yarden, Y et al. 
1985), por lo que decidimos emplear otro tipo de columnas para aumentar la 
cantidad de proteína purificada activa. Se emplearon columnas de afinidad de 
anticuerpos monovalentes de llama (Lama glama), específicos frente a la IgG 
humana, que por su naturaleza monomérica permiten una elución eficiente de 
proteínas, con condiciones más suaves (Verheesen, P et al. 2003). Estas columnas 
presentan además la ventaja de su especificidad por inmunoglobulinas humanas, 
lo que nos permitió utilizar SFB en el medio de producción, al eliminar el riesgo de 
co-purificación de inmunoglobulinas bovinas junto a la proteína de interés.  
Para la elución de CCL19-Fc probamos un amplio rango de tampones, ya que 
las condiciones de elución deben determinarse de forma empírica para cada 
proteína. Utilizamos seis tampones, tres con pH ácido (Glicina-HCl 0,1M pH2, 
Glicina 0,1M-NaCl 0,5M pH2 y ácido cítrico 0,1M pH2), dos con pH básico (glicina-
NaOH 0,1M pH10 y DEA 50mM pH11) y uno con pH neutro con una alta 
concentración de sal (Tris-acetato 0,1M NaCl 2M pH 7,7) que son frecuentemente 
empleados en cromatografía de afinidad. Los mejores resultados se obtuvieron con 
la utilización del tampón DEA a pH 11, tanto en la recuperación de la proteína, 
como en la conservación de la actividad de la misma.  
En esas condiciones, la proteína CCL19-Fc fue eluida de la columna de afinidad 
en varias fracciones activas, que en el análisis por SDS-PAGE mostraron el mismo 
patrón de bandas que el sobrenadante. La recuperación fue típicamente de más del 
80% de la proteína recombinante total, concentrada alrededor 100 veces (de 2,5 
µg/ml a 250 µg/ml, aproximadamente), con una pureza estimada del 95% y que 
conservaba más del 60% de su actividad. 
El estudio de la capacidad quimiotáctica de CCL19-Fc en el sobrenadante 
mostró actividad sobre PBMC a una concentración en el rango descrito para esta 
quimioquina en otras especies, observándose migración de PBMC con 1 µg/ml. En 
humanos, las concentraciones de CCL19 utilizadas para inducir la migración de 
PBMC varían entre 0,2 y 2 µg/ml (Britschgi, MR et al. 2008; Kim, CH et al. 1998; 
Pilkington, KR et al. 2004). 
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Posteriormente se realizaron ensayos de unión a su receptor, tanto sobre las 
células CHO-CCR7-GFP, como sobre PBMC. Para ver unión en el modelo murino, 
el CCL19 se ha utilizado a concentraciones entre 1 y 8 µg/ml (Britschgi, MR et al. 
2008; Pilkington, KR et al. 2004; Unsoeld, H et al. 2002). En nuestro estudio, con una 
concentración de 3 µg/ml hemos podido detectar la unión del CCL19-Fc a las 
células CHO-CCR7-GFP, pero no a las células CHO sin transfectar, lo que confirma 
su especificidad por el receptor CCR7. Cuando se utilizó CCL19-Fc para marcar 
PBMC, se encontró un marcaje bimodal, reflejando una expresión heterogénea de 
su receptor en estas células, como era de esperar.  
Tanto en humano como en ratón se ha identificado un receptor de la familia de 
los receptores atípicos (CCX-CKR) que es capaz de unir las quimioquinas CCL19 y 
CCL21, aunque no induce migración celular. Recientemente se ha clonado su 
ortólogo porcino, y presenta una homología de más del 85% con las secuencias 
humana y murina, sugiriendo funciones similares para esta proteína en el cerdo. 
Este receptor, al menos en ratón, no se expresa en células hematopoyéticas, por lo 
que no interferiría con la detección de CCR7 en linfocitos cuando utilizamos 
CCL19-Fc (Comerford, I et al. 2010; Heinzel, K et al. 2007; Meurens, F et al. 2009). 
Por otro lado, en este tipo de ensayos las quimioquinas sólo se unen a 
receptores no ocupados por moléculas de quimioquina endógena, por lo que 
podrían existir diferencias entre el marcaje con quimioquinas y el marcaje con 
anticuerpos, que se unirían a todas las moléculas de receptor existentes en la 
membrana, sin distinguir si estaban ocupados o no. Sin embargo no se observaron 
diferencias significativas en el marcaje cuando, antes de realizarlo, se mantuvieron 
las células a 37ºC durante una hora, tiempo suficiente para liberar la ocupación del 
receptor (Britschgi, MR et al. 2008). 
Podemos por lo tanto concluir que las dos herramientas generadas, CCL2-GFP y 
CCL19-Fc, pueden ser una ayuda valiosa para la caracterización de las poblaciones 
celulares que expresan los receptores de estas quimioquinas en el modelo porcino.   
 
En los últimos 20 años se han caracterizado subpoblaciones de monocitos de 
acuerdo a la expresión de receptores de quimioquinas y sus capacidades 
migratorias. Los mecanismos y tipos de quimioquinas que intervienen en la 
migración de los monocitos en humano y en otros modelos como el ratón están 
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bien establecidos, sin embargo apenas existen datos en la especie porcina. 
Basándonos en los datos existentes en otros modelos hemos comenzado el estudio 
del mecanismo de reclutamiento de monocitos porcinos. 
Los monocitos humanos se han dividido fundamentalmente en dos 
subpoblaciones, dependiendo de la expresión de CD14 y CD16 (Ziegler-Heitbrock, 
HW et al. 1993). Subpoblaciones equivalentes se han descrito también en ratón y 
rata, basándose en la expresión de Ly-6C/Gr-1 y CD43, respectivamente, y en la 
expresión de los receptores de quimioquinas CCR2 y CX3CR1 (Geissmann, F et al. 
2003; Sunderkotter, C et al. 2004). Estas subpoblaciones de monocitos juegan 
papeles funcionales diferentes en los procesos inmunitarios e inflamatorios, 
presentando distintos patrones de migración y dando lugar a diversos tipos 
celulares, como macrófagos y DC. (Auffray, C et al. 2009; Geissmann, F et al. 2008; 
Taylor, PR et al. 2003). 
En estudios previos de nuestro grupo se caracterizaron cuatro subpoblaciones 
de monocitos porcinos, que muestran diferentes niveles de expresión de CD14, 
SLA-II y CD163 (Chamorro, S et al. 2005). A diferencia de otros investigadores, en 
nuestros estudios hemos empleado el AcMo Tük4 para identificar el CD14 porcino.  
Aunque este AcMo se generó originalmente frente al CD14 humano, presenta 
reactividad cruzada con el CD14 porcino, y a diferencia de otros anticuerpos anti-
CD14 porcino que reconocen la totalidad estas células, nos permite distinguir entre 
monocitos Tük4+ y  Tük4ˉ,  que nosotros consideramos CD14+ y CD14ˉ (Thacker, E 
et al. 2001). En trabajos previos hemos propuesto que las poblaciones definidas por 
la expresión de los marcadores CD14, SLA-II y CD163 representan estadios 
secuenciales de maduración (Chamorro, S et al. 2005). En este modelo, la 
subpoblación de monocitos CD14altSLA-IIˉCD163ˉ representaría el estadio más 
inmaduro y se correspondería con los monocitos ―clásicos‖, definidos en la especie 
humana como CD14altCD16ˉ, y la subpoblación CD14ˉSLA-II+CD163+ 
correspondería al estadio más maduro o monocitos ―no clásicos‖, definidos en la 
especie humana como CD14+CD16+. Existen otras dos poblaciones, CD14altSLA-
II+CD163ˉ  y CD14bajSLA-II+CD163+, ambas CD14+SLA-II+, a cuyo conjunto hemos 
denominado ―población intermedia‖. La población intermedia se corresponde con 
un supuesto estado de transición entre las dos poblaciones extremas y tiene sus 
equivalentes en humano y ratón. En humano esta población intermedia, 
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identificada como CD14+CD16+CD64+, presenta características únicas y distintas de 
las poblaciones extremas (Grage-Griebenow, E et al. 2001) . En ratón la población 
intermedia se definió como Ly-6Cint  (Qu, C et al. 2004; Sunderkotter, C et al. 2004). 
Al igual que los monocitos humanos CD14+CD16+, los monocitos porcinos 
CD14ˉSLA-II+CD163+ poseen un aspecto y un fenotipo más parecido al de los 
macrófagos, con  elongaciones celulares y organelas que sugieren actividad 
fagocítica, produciendo mayores cantidades de TNF-α en respuesta a estímulos 
inflamatorios y tienen mayor capacidad presentadora de antígeno (Chamorro, S et 
al. 2005; Chamorro, S et al. 2000). También estos monocitos son más granulares que 
los CD14altSLA-IIˉCD163ˉ, como ocurre con los CD14+CD16+ en humano 
(Geissmann, F et al. 2003). Las diferencias fenotípicas se corresponden con la 
diferencia observada en las fotografías de microscopia electrónica, obtenidas de las 
dos subpoblaciones aisladas mediante separación magnética.  
En esta tesis hemos analizado la expresión de receptores de quimioquinas en las 
subpoblaciones de monocitos mencionadas. Los análisis por RT-PCR de las 
poblaciones extremas, CD14altSLA-IIˉCD163ˉ (inmadura) y CD14ˉSLA-II+CD163+ 
(madura), mostraron que ambas difieren en la expresión de mRNA de CCR2 y 
CX3CR1, siendo la población inmadura la que expresa niveles detectables del 
mRNA de CCR2. Por el contrario, la población madura expresa el mRNA de 
CX3CR1, mientras que no lo hace la población inmadura. Todo esto nos indica que, 
de forma similar que en humano y en ratón, en el cerdo los receptores CX3CR1 y 
CCR2 definen dos poblaciones bien diferenciadas, aunque existen discrepancias 
respecto a CX3CR1, que en humanos y ratón se expresa en las dos subpoblaciones, 
si bien en niveles menores en la inmadura (Ancuta, P et al. 2003; Geissmann, F et al. 
2003; Qu, C et al. 2004).  
La expresión de CCR5 y CCR7 es comparable a lo descrito en monocitos 
humanos y murinos. Nuestros resultados muestran que ambas poblaciones 
expresan CCR5 sin que se aprecien diferencias significativas entre ellas. Esto 
coincide con lo descrito por Ancuta para las poblaciones CD14altCD16ˉ y 
CD14+CD16+  humanas (Ancuta, P et al. 2003), aunque otros autores han 
encontrado niveles de expresión del mRNA de CCR5 ligeramente mayores en la 
población CD14+CD16+ humana (Weber, C et al. 2000) y en la Gr-1ba de ratón 
(Mack, M et al. 2001). 
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Respecto a la expresión de mRNA de CCR7, no hemos detectado su expresión 
en ninguna de las dos poblaciones extremas, pero sí en la población total de 
monocitos, lo que nos sugería que tiene que expresarse en la población intermedia.  
En relación a la expresión de los tránscritos de CXCR4, se encontraron 
diferencias respecto a lo que ocurre en el humano, expresándose en el cerdo en 
niveles similares o mayores en la población de monocitos inmaduros CD14altSLA-
IIˉCD163ˉ, mientras que en humanos los niveles de expresión de CXCR4 son 
similares o mayores en los monocitos CD14+CD16+. (Ancuta, P et al. 2003; Sanchez-
Martin, L et al. 2011). 
Por último no se observó expresión del mRNA de los receptores CXCR1 ni 
CCR6 en ninguna de las subpoblaciones de monocitos estudiadas, y solo 
débilmente en la población total CD172+. Esto concuerda con lo descrito en 
humanos, donde CCR6 se expresa en linfocitos T y B, pero no se encuentra en 
granulocitos, monocitos, ni eosinófilos (Liao, F et al. 1999). Respecto al CXCR1, la 
situación es muy parecida a lo descrito en humano, donde se ha detectado una 
expresión débil de su mRNA en la población total de monocitos (Bonecchi, R et al. 
2000; Gouwy, M et al. 2008), pero no en las subpoblaciones CD14altCD16¯ y 
CD14+CD16+ (Geissmann, F et al. 2003).  
 
Siguiendo en el estudio de los receptores de quimioquinas en las 
subpoblaciones de monocitos porcinos, utilizamos las quimioquinas recombinantes 
generadas para estudiar la capacidad migratoria de estas subpoblaciones y 
caracterizarlas fenotípicamente. 
De acuerdo con el análisis de la expresión de los tránscritos de receptores de 
quimioquinas, obtenidos previamente por RT-PCR, los experimentos de migración 
de los monocitos en respuesta a CCL2, mostraron que la población de monocitos 
inmadura CD14altSLA-IIˉCD163ˉ y una parte de la población CD14+SLA-II+CD163+, 
respondían a CCL2-GFP, pero no se observó migración de la población CD14ˉSLA-
II+CD163+. Como aparte de su actividad quimiotáctica, las quimioquinas pueden 
inducir cambios en el fenotipo y estado de activación de las células (Sanchez-
Martin, L et al. 2011), se realizaron una serie de experimentos en los que los 
monocitos fueron cultivados en recipientes de teflón para impedir su adherencia, 
en presencia de CCL2-GFP o de su control invertido, para comprobar que la 
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quimioquina no tenía un efecto significativo sobre la expresión de CD14 ni sobre la 
de SLA-II.  
Hemos analizado la unión de la quimioquina a las diferentes poblaciones de 
monocitos realizando marcajes triples con la quimioquina recombinante, CD14 y 
SLA-II. CCL2-GFP se unió específicamente a las poblaciones de monocitos 
CD14altSLA-IIˉ y CD14+SLA-II+, pero no a la población CD14ˉSLA-II+. La capacidad 
de unión de CCL2 a las distintas subpoblaciones de monocitos se correlaciona bien 
con la expresión de CCR2 determinada por RT-PCR y con los datos de los 
experimentos de migración, sugiriendo que CCR2 es el principal receptor para esta 
quimioquina en monocitos porcinos, al igual que ocurre en humano y ratón donde 
se ha identificado un solo receptor de alta afinidad para CCL2 (Valente, AJ et al. 
1991; Yoshimura, T et al. 1990). Aunque CCL2 también se puede unir a los 
receptores D6 y Duffy/DARC, la expresión de estos receptores en monocitos 
humanos y murinos es muy baja o indetectable (McKimmie, CS et al. 2008; Pogo, 
AO et al. 2000; Ransohoff, RM 2009; Zlotnik, A et al. 2006). 
Respecto a los experimentos de migración de las poblaciones de monocitos en 
respuesta a los ligandos de CCR7, de acuerdo a lo que los resultados de RT-PCR 
sugerían, sólo encontramos respuesta migratoria a CCL19 y a CCL21 en la 
población intermedia CD14+SLA-II+. Utilizando la proteína recombinante CCL19-
Fc como ligando para analizar por citometría  la distribución de CCR7  en las 
distintas subpoblaciones, confirmamos la expresión restringida de este receptor a la 
población intermedia. Este patrón de expresión de CCR7 refuerza la particularidad 
de la población intermedia y pone de manifiesto las similitudes con otras especies, 
dado que en monocitos humanos la población intermedia presenta expresión de 
receptores de quimioquinas que no expresan las otras dos poblaciones y en ratón se 
ha encontrado expresión de CCR7 en la población Ly-6C+, pero no en la Ly-6Calt ni 
en la Ly-6Cbaj  (Ancuta, P et al. 2009; Qu, C et al. 2004).    
 
Aunque en un primer momento nos centramos en la expresión de receptores de 
quimioquinas en monocitos, la especial relevancia que presenta el receptor CCR7 
en la migración de los linfocitos nos hizo interesarnos por su expresión en estas 
células. Las quimioquinas CCL19 y CCL21, actuando vía CCR7, juegan papeles 
fundamentales en humano y ratón, en el tráfico de las células T (naïve y de 
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memoria central (TCM)) hacia los órganos linfoides secundarios (Cyster, JG 1999; 
Forster, R et al. 2008; Sallusto, F et al. 1999).  
Al igual que con las subpoblaciones de monocitos, se utilizó la capacidad de 
respuesta a las quimioquinas para estudiar la distribución de receptores específicos 
en linfocitos porcinos. Cuando se realizaron experimentos de quimiotaxis con 
CCL21 y CXCL12 y se estudió la respuesta de los linfocitos B (CD21+) y linfocitos T 
(CD3+), se observó un aumento de la proporción de los linfocitos B en la respuesta 
a ambas quimioquinas. En estudios en ratón se ha descrito que tanto las células B 
como las células T sanguíneas responden a estas quimioquinas, siendo el 
porcentaje de células B que responde a ligandos de CCR7 del 15-30%, lo que se 
ajusta a nuestros resultados en cerdo (Kim, CH et al. 1998). 
Cuando se estudió la respuesta quimiotáctica de las subpoblaciones de células T 
CD4−CD8α+, CD4+CD8α− o CD4+CD8α+, a CCL21 y CXCL12, se observó un 
aumento de la proporción de las poblaciones CD4+CD8α− y CD4+CD8α+ en la 
población respondedora a las dos quimioquinas. En el modelo de ratón se ha 
descrito una mayor migración de las células CD4+ en respuesta a CXCL12 y una 
mayor sensibilidad de estas células a bajas concentraciones de los ligandos de 
CCR7(Nanki, T et al. 2000; Ngo, VN et al. 1998). Todo esto puede explicar el ligero 
aumento de la población CD4+ de las células que responden a las dos quimioquinas 
estudiadas. Por otra parte otros autores no han observado migración selectiva de 
células CD4+ o CD8+ a los ligandos de CCR7 murinos (Pilkington, KR et al. 2004).  
La respuesta de las células CD4+2E3+ a los ligandos de CCR7, concuerda con la 
expresión de los tránscritos de CCR7 en estas células descrita previamente por 
nuestro grupo (Revilla, C et al. 2005a). Además, CCL19 y CCL21 presentan un 
perfil de quimiotaxis similar, induciendo preferentemente la migración de las 
células CD4+2E3+, que habían sido previamente caracterizadas por nuestro grupo 
como células CD4 naïve (Revilla, C et al. 2004), y que además está de acuerdo con 
estudios de migración de células T realizados en el ratón (Ngo, VN et al. 1998). 
La obtención de la quimioquina CCL19-Fc, que nos ha permitido detectar la 
expresión de CCR7 por citometría de flujo, puede ayudar a esclarecer la 
complejidad de las diferentes subpoblaciones de células T CD4+ porcinas. Para 
estudiar más en detalle el fenotipo de las células que unen CCL19 se realizaron 
marcajes con esta quimioquina y los AcMo que reconocen a las principales 
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subpoblaciones de linfocitos porcinos, CD3, CD21, CD4, CD8α y CD8β. Más del 
60% de las células CD21+ unieron CCL19, lo que es coherente con datos existentes 
en ratón y humano, donde se ha descrito la expresión de CCR7 en linfocitos B 
circulantes y su respuesta a los ligandos de CCR7 (Bowman, EP et al. 2000; Kim, JJ 
et al. 2000; Okada, T et al. 2005; Okada, T et al. 2002). Existe cierto contraste entre 
los porcentajes de las células CD21 que migran en repuesta a CCL19 y las que unen 
CCL19-Fc, siendo este último mayor. Sin embargo, en ratón se ha descrito que 
ambos ligandos de CCR7 (CCL19 y CCL21) deben estar presentes para producir 
una migración fuerte de los linfocitos B, dado que cada una por separado produce 
una respuesta migratoria débil (Ngo, VN et al. 1998). Además, la presencia del 
receptor de la quimioquina en la superficie celular, no implica necesariamente que 
éste sea activo e induzca migración (Penna, G et al. 2001).  
Por su parte, alrededor del 70% de las células CD4+ sanguíneas unieron CCL19, 
lo que también está de acuerdo con los estudios realizados en ratón, donde la 
mayoría de las células T sanguíneas son CCR7+ (Bjorkdahl, O et al. 2003). La 
población T CD4+ que no une CCL19-Fc podría corresponder a células de memoria 
efectora. Cuando se realizaron marcajes triples con CCL19-Fc y los AcMo anti-CD4 
y 2E3, se observó que CCL19-Fc se une a la mayoría de las células CD4+2E3+, pero 
no a las CD4+2E3−. Esto apoya los resultados obtenidos en la migración de las 
poblaciones CD4+2E3+ y CD4+2E3− en respuesta a los ligandos de CCR7 y los datos 
obtenidos anteriormente sobre la expresión de  mRNA de CCR7 (Revilla, C et al. 
2005a). Estos datos en conjunto confirman la expresión de CCR7 en el modelo 
porcino en las células T CD4 naïve y coinciden con datos previos de humano y 
ratón, donde se ha relacionado la expresión del receptor CCR7 con la migración de 
estas células a órganos linfoides secundarios (Bjorkdahl, O et al. 2003; Sallusto, F et 
al. 1999). 
Respecto a las células CD8α, se observó unión de CCL19-Fc en el 30% 
aproximadamente de las células CD8αalt, que se corresponden con las células T 
citotóxicas y en más del 80% de las CD8αbaj. Esta última es una población 
heterogénea en la que se incluyen células CD4+CD8αbaj que se han asociado con 
células T cooperadoras de memoria, células NK (CD8αbaj) y una  subpoblación de  
células Tγδ (CD4−CD8αbaj). En ratón se ha descrito que la población de células T de 
memoria llamada de memoria central (TCM) expresa el receptor CCR7 (Sallusto, F et 
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al. 1999).  En humanos se ha descrito la expresión de CCR7 en las células Tγδ CD8+, 
al igual que en las bovinas, en las que se ha detectado el mRNA de este receptor 
(Glatzel, A et al. 2002; Wilson, E et al. 2002).  Las células NK CD8α+CD16+ humanas 
y  las CD8α+CD16−  de mono también expresan el receptor CCR7 (Maghazachi, AA 
2010; Reeves, RK et al. 2010). Todo esto podría explicar el alto porcentaje de células 
CD8α+ que unen CCL19-Fc. Por su parte, aproximadamente la mitad de las células 
CD8+ citotóxicas unieron CCL19-Fc, lo que podría corresponder con la expresión 
de CCR7 descrita en ratón por otros autores en las células T CD8 naïve, pero no en 
las CD8 efectoras (Unsoeld, H et al. 2004). Cuando intentamos acotar más esta 
población, mediante el marcaje de CD45RA, observamos que CCL19-Fc se une a un 
mayor porcentaje de células CD8+ CD45RA+ que de CD8+CD45RA. Todo ello 
refleja una heterogeneidad en las células T citotóxicas, que estaría relacionada al 
menos en parte, con su capacidad de migración. Estos datos se asemejan a lo 
descrito en humanos, donde se han identificado cuatro subpoblaciones de células 
CD8+ de acuerdo con su expresión de CCR7 y de CD45RA, con diferentes 
características funcionales: CD45RA+CCR7+ (células T naïve), CD45RACCR7+ 
(células de memoria central), CD45RACCR7 (células de memoria efectora) y 
CD45RA+CCR7 (células de memoria a largo plazo) (Faint, JM et al. 2001; Fukada, 
K et al. 2002; Matteucci, E et al. 2011; Sallusto, F et al. 1999). En este modelo, las 
células de memoria a largo plazo recuperarían la expresión de CD45RA. Algunos 
experimentos en rata también apoyan que las células T CD8+ primadas pueden 
revertir de CD45RA a CD45RA+ (Bell, EB et al. 1990).   
 
 
En la sanidad animal, al igual que en la humana, la obtención de vacunas 
efectivas sigue siendo la mejor opción para conseguir el control y la prevención de 
las enfermedades infectocontagiosas. Por ello, el desarrollo de estrategias de 
vacunación más seguras y eficaces es un área de investigación muy activa. Entre 
otras cosas, se está considerando la utilización de nuevos adyuvantes que faciliten 
la inducción y el aumento de la respuesta inmune de las vacunas DNA.  Uno de los 
criterios que se considera en la selección de un adyuvante, es la capacidad de 
reclutamiento de APC al lugar de inoculación de la vacuna, ya que se ha descrito 
que el número de APC presentes en el sitio de inyección es un factor limitante para 
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su eficacia. En este sentido, las quimioquinas son candidatas idóneas para ser 
utilizadas como adyuvantes, dado que algunas de ellas ejercen acción 
quimiotáctica sobre las APC y además participan en su activación (Ruffini, PA et al. 
2010). Así, hemos considerado de interés evaluar el potencial de la quimioquina 
CCL2 como adyuvante en un modelo de inmunización con DNA. Ya se ha 
comentado que CCL2 se caracterizó en principio en humano como un potente 
factor quimiotáctico de monocitos, que actuaba a través de su receptor CCR2 (Van 
Coillie, E et al. 1999). CCL2 ejerce también su efecto quimiotáctico sobre las DCs, 
sobre todo en las primeras fases del reclutamiento (Crawley, A et al. 2003; Dawson, 
HD et al. 2005). Por su parte los monocitos son células que, además de actuar 
directamente como APCs, son una fuente importante de DC, tanto in vitro como in 
vivo (Chamorro, S et al. 2000; Chamorro, S et al. 2004; Leon, B et al. 2007; Randolph, 
GJ et al. 2008). Ya hemos demostrado que en cerdo las poblaciones de monocitos 
que expresan CCR2 son CD14altSLAIIˉCD163ˉ, que presentan características 
similares a los monocitos clásicos, descritos en humano y ratón (Chamorro, S et al. 
2005), y CD14altSLA-II+CD163ˉ, que correspondería a la que hemos denominado 
población intermedia. En ratón y en humano se ha demostrado que estas dos 
poblaciones pueden ser reclutadas en focos inflamatorios de manera dependiente 
de CCL2 (Ancuta, P et al. 2009; Auffray, C et al. 2009; Peters, W et al. 2004).  
Para valorar la eficacia de CCL2, in vivo, como adyuvante de una vacuna DNA, 
se inmunizó un grupo de cerdos con el plásmido que codifica la proteína N del 
virus del SRRP (spORF7) junto con el plásmido que codifica la construcción CCL2-
GFP (pCCL2), además de una serie de grupos inmunizados con distintos controles, 
y se analizaron las respuestas producidas en estos animales. Tras tres dosis de 
plásmido, los animales recibieron una dosis de vacuna inactivada frente al virus 
del SRRP (pseudodesafío). Aunque hubiera sido deseable poder realizar un desafío 
con virus vivo, esto no se pudo llevar a cabo debido a las restricciones para el uso 
de material infeccioso en nuestras instalaciones. La vía intramuscular, elegida para 
la inmunización, ha sido descrita como una forma efectiva para la expresión de 
genes y para la estimulación de la respuesta inmune (Ulmer, JB et al. 1993; Wolff, 
JA et al. 1990). 
Tal como se ha descrito, no se detectaron anticuerpos durante las primeras 
semanas pero, tras el pseudodesafio, los cerdos inmunizados con ambos  
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plásmidos, spORF7 + pCCL2, produjeron niveles de anticuerpos específicos frente 
a la proteína N, significativamente mayores que los cerdos inmunizados con el 
plásmido vacío. Así, aunque la vacunación no indujo niveles detectables de 
anticuerpos por si misma, si primó eficientemente al sistema inmune para que se 
produjera una diferencia significativa tras la vacunación. Cuando comparamos los 
resultados obtenidos con el grupo que recibió solo el spORF7, el grupo al que se 
coadministró pCCL2 mostraba un mejor comportamiento, tanto en la cantidad de 
anticuerpos, número de animales positivos y rapidez de la respuesta, aunque las 
diferencias no fueron estadísticamente significativas debido al reducido número de 
animales de la muestra y a la dispersión de los datos.  
En el cerdo, la producción de anticuerpos de isotipos IgG1 e IgG2 se ha 
asociado con la inducción de respuestas Th2 y Th1, respectivamente (Crawley, A et 
al. 2003; Dawson, HD et al. 2005). Las diferencias que se observaron en los isotipos 
de los anticuerpos producidos entre los grupos de animales no fueron 
estadísticamente significativas, debido a la dispersión de los datos. A pesar de ello 
hubo más animales que presentaron anticuerpos de isotipo IgG2 que IgG1, lo que  
correspondería con una respuesta Th1, descrita por otros grupos cuando utilizaron 
CCL2 en la vacunación (Frauenschuh, A et al. 2004).  
En cuanto a la respuesta celular, no se detectó proliferación antígeno-específica 
en las PBMC procedentes de estos animales. No obstante, el hecho de que se hayan 
detectado anticuerpos específicos en los sueros refleja que ha habido también una 
respuesta celular, aunque su magnitud haya sido insuficiente para ser detectada en 
nuestro ensayo de proliferación. Es posible que la baja frecuencia de precursores 
circulantes en sangre en el momento del ensayo junto con la baja sensibilidad del 
mismo hayan sido las causas de este resultado negativo. 
Podríamos especular qué habría ocurrido si los animales hubieran sido 
probados con un virus infectivo. Probablemente los niveles de proliferación y de 
producción de anticuerpos habrían sido mayores, como se ha observado en otros 
estudios realizados en este modelo vírico (Rompato, G et al. 2006). En este sentido, 
un estudio previo describe un aumento de hasta 100 veces de la cantidad de 
anticuerpos específicos en cerdos preinmunizados con plásmidos, pero sin 
quimioquinas, tras ser inoculados con el virus vivo del SRRP (Barfoed, AM et al. 
2004).  
                                                                                                                        DISCUSIÓN 
~ 125 ~ 
 
Los experimentos de co-inmunización con plásmidos de quimioquinas han 
obtenido resultados muy dispares. En nuestro caso hemos detectado respuesta 
humoral, pero no hemos sido capaces de detectar respuesta celular, mientras que 
en un modelo de ratón en el que se utilizó también el plásmido de CCL2 junto con 
otro que codificaba un antígeno del virus del SIDA, no se observó mejora de la 
respuesta humoral respecto a la inmunización sin el plásmido CCL2, aunque sí un 
aumento de las células productoras de IFN-γ (Frauenschuh, A et al. 2004). Una de 
las razones por las que la respuesta detectada fue débil puede ser la dosis 
administrada de plásmidos. Por ejemplo, en un modelo de co-inmunización 
realizado en el ratón utilizando la quimioquina CCL27, se consiguió aumentar la 
respuesta humoral a un antígeno del virus del SIDA inmunizando a los ratones con 
3 dosis de 100 μg del plásmido de la quimioquina. Sin embargo cuando el ensayo 
se realizó con animales mayores (monos Macaca mulatta), a los que se les administró 
1 mg del plásmido de la quimioquina, no se observó diferencia en la respuesta de 
anticuerpos respecto al grupo inmunizado sólo con la vacuna. Si tenemos estos 
datos en cuenta,  considerando el tamaño del animal de estudio en nuestro caso, la 
administración de 500 μg de plásmido es probablemente una dosis pequeña 
(Kutzler, MA et al. 2010). Otro aspecto a considerar es el hecho de que la co-
inyección al mismo tiempo de la quimioquina y el antígeno puede no ser ideal, 
necesitando la quimioquina cierto tiempo para expresarse en los niveles adecuados 
y actuar. Si esto fuera así, es posible que la inyección de las quimioquinas antes de 
la inyección del antígeno produzca niveles más altos de anticuerpos (Ferrone, CR et 
al. 2006). 
La capacidad de primar la respuesta que hemos observado, hace posible su 
utilización en  pautas de inmunización heteróloga DNA + vacuna inactivada (u 
otra formulación vacunal). Numerosos estudios han demostrado el efecto positivo 
de la inmunización heteróloga en la efectividad de vacunas ya existentes (Lu, S 
2009). Por ejemplo, la preinmunización con DNA incrementó los niveles de 
anticuerpos en ratones a los que luego se les administró la vacuna frente a la rabia 
(Biswas, S et al. 2001). Así mismo, la preinmunización con DNA mejoró la 
respuesta humoral de ratones vacunados con la proteína de superficie de la 
hepatitis B (Xiao-wen, H et al. 2005). En un modelo animal de infección por gripe, 
también se demostró que la inmunización con DNA junto con una única 
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inmunización con la vacuna inactivada de la gripe (trivalent influenza vaccine, TIV) 
producía mejores resultados que dos inmunizaciones homólogas con DNA, o sólo 
la vacuna (Wang, S et al. 2008). 
La respuesta observada podría optimizarse en futuros experimentos, 
modificando algunos aspectos. Un factor que puede mejorar la eficacia 
quimiotáctica de las quimioquinas in vivo es la dimerización. La dimerización de 
las quimioquinas es importante para que se produzca la unión a su receptor, la 
internalización del mismo y la respuesta funcional (Fredriksen, AB et al. 2007). Una 
alternativa interesante para futuros experimentos sería fusionar la quimioquina 
CCL2 a la porción Fc de una inmunoglobulina, lo que no podría favorecer la 
dimerización (Ferrone, CR et al. 2006). Además, la unión de las quimioquinas con 
el Fc puede aumentar su estabilidad in vivo (Barouch, DH et al. 2004; Mellado, M et 
al. 2001). Otro posible abordaje con CCL2, que ha sido utilizado por otros autores, 
es la unión física del antígeno con la quimioquina (Biragyn, A et al. 2002).  
Los resultados obtenidos sugieren la capacidad del CCL2 para mejorar la 
respuesta. Es un resultado prometedor, aunque no definitivo, para la generación de 
adyuvantes que nos permitan aumentar la inmunogenicidad de las vacunas DNA 
de manera simple. Este abordaje, una vez puesto a punto en todos sus detalles, 
podría aplicarse a otros antígenos y a otros modelos para mejorar la respuesta 
inmune, tanto en el aspecto celular como en el humoral. Las vacunas que se están 
utilizando actualmente en el SRRP requieren frecuentemente varias 
reinmunizaciones, lo que demuestra su baja eficacia (Lu, S 2009). Nuestros 
resultados apuntan a un camino en el que tal vez se pueda reducir el número de 
dosis de vacunación, contando además con un menor costo y una mayor 
estabilidad.
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1. Se han generado líneas estables de células CHO que expresan moléculas 
quiméricas de las quimioquinas porcinas CCL2, CCL19 y CCL21, fusionadas a 
GFP o al fragmento Fc de IgG1 humana. Estas proteínas recombinantes tienen 
actividad quimiotáctica.  
 
2. La molécula CCL19-Fc puede ser purificada y concentrada en un solo paso a 
partir de sobrenadante de cultivo mediante cromatografía de afinidad en 
columnas con anticuerpos monovalentes de llama frente a IgG humana. La 
proteína así purificada conserva su actividad quimiotáctica y puede ser 
utilizada como ligando en el análisis por citometría de flujo para detectar la 
expresión de receptores específicos 
 
3. La unión de CCL19-Fc a las células de una línea CHO transfectada que expresa 
en su superficie el ortólogo porcino del receptor CCR7 confirma la identidad 
de este receptor.              
 
4. Las subpoblaciones de monocitos definidas de acuerdo con la expresión de 
CD14, SLA-II y CD163, difieren en la expresión de transcritos de receptores de 
quimioquinas. La población CD14altSLA-IIˉCD163ˉ expresa CCR2 pero no 
CX3CR1, mientras que la población CD14ˉSLA-II+CD163+ expresa CX3CR1 pero 
no CCR2. 
 
5. La quimioquina recombinante CCL2-GFP induce respuesta quimiotáctica y 
marca, de forma detectable por citometría de flujo, las subpoblaciones de 
monocitos  porcinos CD14altSLA-IIˉCD163ˉ y CD14+SLA-II+CD163+. 
 
6. Las quimioquinas porcinas CCL19 y CCL21 inducen la migración de la 
población de monocitos porcinos CD14+SLA-II+, cuya expresión del receptor 
CCR7 se había inferido de los análisis de los transcritos de receptores de 
quimioquinas. Además se puede detectar la unión de la proteína recombinante 
CCL19-Fc a esta población intermedia mediante citometría. 
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7. El marcaje con CCL19-Fc, permite discriminar distintas subpoblaciones de 
linfocitos T porcinos, identificando a la mayoría  de las células CD4+2E3+ 
(fenotipo asociado a células T naïve), a más del 50% de las células 
CD8β+CD45RA+ que podrían corresponder a células naïve y a un pequeño 
porcentaje de células CD8β+CD45RA¯, que podrían corresponder a células T 
citotóxicas de memoria.   
 
8. La co-inmunización de cerdos con plásmidos que codifican CCL2 y la proteína 
N del virus del SRRP, seguido de la inmunización con una vacuna inactivada, 
generó una respuesta humoral específica más intensa y temprana que la 
obtenida en los cerdos inmunizados únicamente con el plásmido que codifica 
la proteína N o sólo con la vacuna. 
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